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 日本のプラスチック製品の消費量は約 1000 万 t/年であると算出されているように、我々の生活はプ






る 2。Fig. 1-2 の年表にあるように、1939 年に動脈瘤の破裂を防止するための補強材料としてセロファン
が用いられた。さらに、1941 年には、ナイロン製の縫合糸が開発されてきた。また、1940 年代に入る










Fig. 1-1 Domestic plastic production and consumption from 1980 to 20151. 






 わが国の医療現場で用いられる医療機器は 50 万種類以上にも及び、それらの殆どの医療機器の設計
には、高分子材料は必要不可欠である。例えば、バイオセンサーのような医療機器では、polyacrylamide
ゲルが用いられていたり、血液浄化カラムには、アガロースや poly(vinyl alcohol) (PVA)、
ethylenevinylalcohol copolymer (EVOH)がよく利用されている 6。カテーテルは、polyurethane (PU)や PE、
expanded polytetrafluoroethylene (ePTFE)などの高分子材料によって構成されることが多い 5。組織修復パ
ッチもしくはチューブ材料においては、移植後に生分解されるような設計を狙って PU や poly-L-lactic 
acid (PLLA)、polycaprolactone (PCL)、poly(glycol acid) (PGA)が用いられている 7。人工血管は、移植型の
医療機器であるが、血液の安定的な供給を維持するため、現状ではしばしば分解性の低いポリエステル









などの情報と共に Table. 1 にまとめた。Table. 1 (a)では、酵素-基質及び抗原-抗体、基質-受容体の相互作
用、または Fc 結合などを作用力とする生物学的なリガンドについて紹介する。Table. 1 (a)からわかる様
 
Table. 1-1 Developed or developing medical devices immobilizing with biological 


















の注目の高さからも伺える 13。Table. 1 において、特に注目すべき点は、断片化された分子のリガンドは
生物学的な相互作用だけでなく、リガンド分子全体の物理化学的な相互作用が組み合わされた、総合的
な相互作用を利用している点である。一般的に生物学的な相互作用 (解離定数 (Kd) < 10-7)よりも弱いも
のの、十分な特異性があると報告されている 14。その例として、フェニルアラニンもしくはトリプトフ
ァンがリガンドとして固定化されたイムソーバ PH®及び TR®は、静電結合と疎水結合が組み合わさった
複合的な作用力で自己免疫疾患の病原物質である Immunoglobulin G (IgG)抗体や免疫複合体などを選択
的に吸着除去するため、全身性エリテマトーデス (SLE)などの自己免疫疾患の血液浄化治療に頻繁に用
いられている 9, 10 (Fig.1-3)。その他の例として、短鎖ペプチドリガンドの物理化学的な性質によって細胞
を選択的に接着促進する効果についても報告されている 11, 12。Kanie らは、ペプチドリガンドのアミノ
酸配列 (RGD: Arg-Gly-Asp, フィブロネクチンの機能性部位)以外に物理化学的な性質が細胞接着に関与
しているという仮説を立て、特に ECM タンパク質が有する細胞選択的な接着性の違いに着目し、ECM
タンパク質に特徴的に存在する配列群を 3 残基で断片化した。それら候補ペプチドリガンドの細胞選択
的な接着促進能は、ペプチドアレイ合成機によって作製されたペプチドアレイ上にて調べられた 12, 15, 16 
(Fig. 1-4)。その結果として、間葉系幹細胞を選択的に接着させるペプチド (ALNGR: Ala-Leu-Asn-Gly-Arg)
や、血管内皮細胞選択的接着ペプチド (CAG: Cys-Ala-Gly及び III: Ile-Ile-Ile)、平滑筋細胞選択的接着ペ
プチド (ATK: Ala-Thr-Lys)などの様々な細胞種に対して選択的な接着能を有する細胞選択的ペプチドを











る高分子材料の一つが、polyethylene glycol (PEG)である。古くは、1950 年頃から水性二相分配法に用い
られるようになり 18、1980年代に入ってからは生体適合性基材の開発研究に用いられるようになった 19。
こうした歴史を踏まえて、これまでに様々な生体適合性合成高分子材料が開発されてきたが、それらの
中でも特筆すべき開発例は、Tanaka らが開発した poly(2-methoxyethylacrylate) (PMEA)20, 21と、Ishihara ら
が開発した poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine) (PMPC)である 22, 23。これらの生体適合性合成
高分子材料について、リガンドの概念に触れながら PEG 及び PMEA、PMPC それぞれについて、1.2.3.1.
及び 1.2.3.2.、1.2.3.3.にて詳細に述べる。 
 
1.2.3.1. Polyethylene glycol (PEG) 
 
 PEG は、ethylene glycol が連なった化学構造の合成高分子であり、主鎖骨格中のエーテル酸素におい
て水分子と強い水素結合を形成する 19。故に、水溶媒との高い親和性を示す。また、PEG は大きな排除
体積効果及び水溶媒中での高い運動性を合わせもつ 24。そして、これらの性質によって PEG の生体適合
性基材開発研究への可能性が見出されてきた。電気的に中性で運動性の高い PEG を基材表面に固定化
Fig. 1-4 (a) Schematic illustrations of peptide array-based interaction assay of solid-
bound peptides and anchorage-dependent cells (PIASPAC)16, (b) A schematic concept of 
unique ECM-specific peptides, flow in silico analysis to obtain unique ECM-specific 
peptides (A), and model of expected function of unique collagen IV-specific peptides (B).  






体適合性表面が数多く報告されている。特に、Nagasaki らは、長鎖の PEG と短鎖の PEG を組み合わす
ことで PEG 鎖の高密度化を図り、非特異吸着抑制能の向上を実現している 26 (Fig. 1-5 (a))。さらに、
Nagasaki らは、この非特異吸着を抑制する表面設計技術を酵素結合免疫測定法 (ELISA)などで用いられ





1.2.3.2. Poly(2-methoxyethylacrylate) (PMEA) 
 
 PMEA は、alkoxyalkylacrylate を主成分とする合成高分子の一種であり、非水溶性であるにもかかわら





Fig. 1-5 (a) Mixed-poly(ethylene glycol) (PEG) tethered-chain surface (long PEG chain improves 
non-fouling character, and short PEG chain increases PEG chain density)25. Molecular weight 
dependency of the nonspeciﬁc adsorption of proteins and peptides on the poly(ethylene glycol) 
(PEG) chain surface and the values given by the carboxyl-dextran sensor chip19. (b) Antibody/mix 
poly(ethylene glycol) (PEG) hybridized surface (densely packed mix PEG chain improves not only 
non-fouling character but also orientation of antibody)25. Effect of ﬁll-in treatment of short N6-PEG 





 さらに、この PMEA をフルコーティングした人工心肺システムは、現在世界中の心臓手術で使用され
ており、良好な成績を得ている。その血液適合性については、国内外の臨床グループより多くの報告が
なされている 28。また、この PMEA をリガンドのように扱う取り組みも行われている。PP は、優れた
耐薬品性、水・有機溶媒中における寸法安定性や高い機械的強度を有するものの、その材料表面におい
て生体との親和性は低い。そのため、プラズマ開始気相グラフト重合法を用いて PP の表面から 2-
methoxyethylacrylate (MEA)をグラフトすることで、PP 表面に優れた血液適合性の機能付加が可能となる。
さらに、別の分子認識側鎖を有するモノマーと共重合させることで選択的吸着性の機能付加も実現して
いる 29 (Fig. 1-6)。このように、PMEA をコーティング材料として扱うことで、様々な応用が期待できる。 
 
 
1.2.3.3. Poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine) (PMPC) 
 
 一方、PMPC は、1978 年に細胞膜表面の物理化学的特徴をヒントに細胞膜のリン脂質を模倣した高分
子材料として、その血液との高い親和性が Kadoma らによって見出された 23。その後、1990 年に Ishihara
らによって大量合成が可能な画期的な方法が開発された後、加速的に PMPC の生体親和性に関する研究
が発展していった 22。この PMPC は、タンパク質の吸着を抑制するために、細胞系の反応や免疫反応、
組織反応を誘起しない、当時は世界で初めて生体になじむポリマーであった、と言われている。そのた
め、PMPC も PMEA 同様、コーティング材料として扱うことで、様々な生体非親和性材料の機能化が実







 1.2.3.1.及び 1.2.3.2.、1.2.3.3.において、最も有名な生体適合性合成高分子材料として、PEG 及び PMEA、
PMPC についての開発過程やその応用例を紹介した。しかしながら、これらの生体適合性合成高分子材
料のもつ課題として、研究から開発までの期間の長さが挙げられる。こうした完全合成高分子材料では、
Fig. 1-6 Synthetic scheme of blood-compatible and target molecule-selective 







PMPC が初めて開発されたものの 23、合成プロセスの問題から PMPC の特性評価及び医療機器表面への








プローチ (Biomaterials Informatics)も取り組まれている。この Biomaterials Informatics 的なアプローチに
関する研究の歴史を Fig. 1-8 にまとめた。Fig. 1-8 の年表からわかるように、この分野における歴史は非
常に浅く、最も古いであろうと思われる研究でも 1997 年である 32。すなわち、この情報解析を取り入れ
た生体適合性合成高分子材料の分野の研究は 30 年にも満たない、まだまだ未成熟な分野であると言え
Fig. 1-7 Synthetic scheme of PMPC30. 
 





要であるといわれている 33, 34。1) コンビナトリアル (Combinatorial analysis)、2) ハイスループットスク
リーニング (High throughput screening)35、3) 計算モデリング (Computational modelling)36 である。生体材
料研究の分野において、これらのキーワードは、Fig. 1-9 のグラフのように、20 世紀に入ってから急激
に使用されるようになってきた。さらにこの分野の歴史をひもとくと、1997 年に Brocchini らが生体適
合性合成高分子材料設計のための高分子ライブラリ構築のコンセプトを提唱し 32 (Fig. 1-10 (a))、2004 年
にはこの高分子ライブラリを用いて細胞増殖性を予測する ANN 回帰モデルを構築している 33 (Fig. 1-10 
(b))。2001 年には Lynn らも parallel synthesis や高分子ライブラリを用いた設計アプローチを報告し 37、
2004 年にはコンビナトリアルな高分子マイクロアレイを用いたハイスループットな細胞接着評価系を
構築している 38 (Fig. 1-11 (a))。さらに、2010 年には、高分子マイクロアレイから得られる高分子材料の
物性データに基づいて幹細胞のコロニー形成能を予測する計算モデリングを構築され、情報解析を取り
入れた細胞培養基材の設計法が提唱された 39 (Fig. 1-11 (b))。 





















Fig. 1-10 (a) Library of 112 polyarylates (3) was derived from 14 tyrosine-derived diphenols (1) 
and eight diacids (2), which provides various polymer glass transition temperatures as function of 
the diacids present in the polymer backbone (y axis) and the diphenol alkyl esters which determine 
the structure of the polymer pendent chain (x axis)32. (b) Comparison between experimental values 















することが Ye らによって報告されている 41 (Fig. 1-12)。具体的には、硬い基材 (3170 kPa)の上では、
RGD の接着促進効果が大きく見られるのに対し、柔らかい基材 (130 kPa)においては、その効果が減弱
した。さらに RGD の固定化密度が減少すると、硬い基材に比べて柔らかい基材においてより接着が促
進された。また、筆者らも、スクリーニングから選抜された複数種類の内皮細胞選択的な接着促進ペプ
チドを医療用ステント基材 (Diamond-like Carbon コーティング)上に修飾したところ、その選択性の効果
が消失してしまう現象を確認している (Fig. 1-13)。 
 これらの結果からも、リガンドの効果は、その固定先となる材料の性質によって影響を受けることは
Fig. 1-11 (a) Monomers used for biomaterial microarray synthesis, hES cells grown on polymer arrays, 
and cell attachment and growth (z axis) as a function of polymer composition (x, y axis)38. (b) 
Schematic diagram of the screen. Each polymer was also characterized using high-throughput methods 
to characterize its surface roughness, indentation elastic modulus, wettability (water contact angle, C) 
and surface chemistry. Finally, the cellular response on polymer array was quantified by using laser-
scanning cytometry, and structure-function relationships were determined by numerical analysis of 












材料の設計法として、Biomaterials Informatics (BI) 的アプローチを用いた新規生体材料設計について提
案していく。 
  
Fig. 1-12 Schematic illustration of the idea to investigate the eﬀects of stiﬀness of 
matrix and organization of cell-adhesive ligands on cell adhesion41. 
 
Fig. 1-13 Mismatch combinations between a material (DLC coated stent material) and 











ンドと高分子材料の組み合わせにおける研究例を紹介していく (Fig. 1-15)。 
 この二種類のそれぞれ医療機器のケースにおいて、リガンドと高分子材料の組み合わせを利用した医
療材料の設計を目指した。第 2 章及び第 3 章では、①血液浄化用カラムなどの一時的に生体成分と接触
する医療機器開発に焦点を当て、リガンドと高分子材料の組み合わせによる血漿タンパク質等の選択的
な吸着制御について述べる。続いて、第 4 章及び第 5 章では、②骨接合材料や人工血管等の移植型医療
機器に着目し、リガンドと高分子材料の組み合わせによる細胞挙動 (接着及び増殖、分化)の選択的な制
Fig. 1-14 Important polymer properties to design biomaterials. 
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40 万人と見積もられており、その数はますます増加の一途をたどっている 1, 2。自己免疫疾患は、感染
細胞を攻撃する代わりに自己組織を攻撃してしまう自己抗体が産生される免疫異常に起因し、臓器など
の組織において炎症反応が引き起こす。全身性エリテマトーデス (systemic lupus erythematosus: SLE)や 1














日本)のイムソーバ TR®及び PH®は、非生物学的 (= 物理化学的)な免疫吸着材として世界で初めて開発
された吸着カラムであるが、カラムの中には、吸着リガンドとしてトリプトファン (TR)やフェニルアラ












吸着・除去するためのゼオライト含有ナノファイバーメッシュの開発を報告している 9, 10。Wang らは、
タンパク質精製のための応用として、カルボキシ基を導入した PVA 架橋ナノファイバーメッシュを開
発しており、チゾチームに対する非常に良好な吸着性能 (177 mg/g)を示していた 11。Lan らは、cellulose 
diacetate nitrate からなるナノファイバーメッシュを開発し、アニオン性タンパク質であるウシ血清アル
ブミン (bovine serum albumin: BSA)が吸着されることを報告している 12 (300.11 mg/g)。さらに、Ma らは、









 そこで、本研究では、上記のような課題を解決すべく、無水マレイン酸 (maleic anhydride: MA)を導入
した ethylene-vinyl alcohol copolymer (EVOH)からなるナノファイバーメッシュを作製し、γ-グロブリンに









 EVOH の共重合体 (vinyl alcohol ユニット比: 56 及び 75%)は日本合成化学 (大阪、日本)から頂いた。
1,1,1,3,3,3-Hexafluoroisopropanol (HFIP)及び Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (D-PBS)はナカライテス
ク株式会社 (京都、日本)から購入した。Chloroform 及び dichloromethane、ヒト由来のアルブミン及び γ-
グロブリンは和光純薬工業 (大阪、日本)から購入した。さらに、maleic anhydride (MA)は Sigma Aldrich 
(東京、日本)から購入した。 
Fig. 2-1 (a) Schematic of γ-globulin-selective adsorption on a MA-modified EVOH 
nanofiber mesh for immunoadsorption therapy. (b) Graft reaction scheme between EVOH 






2.2.2. EVOH ナノファイバーメッシュ材料の調製 
 
 エレクトロスピニングに用いた溶液は、EVOH を HFIP に 7 w/v%の濃度になるように溶解させて調製
した。紡糸条件は、先行研究を参考にして、印加電圧: 25 kV、紡糸距離: 10 cm、フローレート: 1.0 mL/h、
ニードルゲージ: 25 G とし、MECC 株式会社 (福岡、日本)のエレクトロスピニング装置 (Nanon-01A)を
用いて EVOH ナノファイバーメッシュを作製した 9, 10。EVOH を紡糸する前に PVA 溶液をコレクター上
に犠牲層として紡糸しておき、犠牲層上に作製された EVOH ナノファイバーメッシュを純水に浸すこと
で、コレクターから剥離し、剥離された EVOH ナノファイバーメッシュを減圧乾燥した。 
 
2.2.3. EVOH フィルム材料の調製 
 
 EVOH のフィルム材料は溶媒キャスト法によって調製された。まず、HFIP 中に溶解させた EVOH 溶
液 (7 w/v%)を PTFE 製の鋳型 (5 cm × 5 cm)に流し込み、減圧乾燥した。。 
 
2.2.4. EVOH ナノファイバーメッシュ及びフィルム材料へのカルボキシ基修飾 
 
 EVOHナノファイバーメッシュ及びフィルム材料が様々な濃度のMA溶液 (180 μM、18 mM、0.9 mM、
1.8 mM、3.6 M)に 12 時間、37°C にて、浸漬された (Fig. 2-1 (b))。12 時間後、メッシュを dichloromethane
で 3 回洗浄し、減圧乾燥した。 
 
2.2.5. EVOH ナノファイバーメッシュ材料のキャラクタリゼーション 
 
 ナノファイバーの形態評価のために、日本電子株式会社 (東京、日本)の走査型電子線顕微鏡 (scanning 
electron microscope: SEM) NEO-Scope JCM-5000 table top SEM を用いて観察を行った。SEM 画像中のナノ
ファイバーの繊維径は、報告されている方法に従って image J を用いて測定した 9, 10。水接触角測定は、
協和界面科学株式会社 (埼玉、日本)の接触角計 (DM-701)を用いて行った。化学的なキャラクタリゼー
ションとして、株式会社 島津製作所 (京都、日本)のフーリエ変換赤外(Fourier transform infrared: FTIR; )
分光光度計 (FTIR-8400S)及び、日本電子株式会社の核磁気共鳴 (1H-nuclear magnetic resonance: 1H-NMR)
装置 (AL300)を用いて測定を行った。続いて、ナノファイバーメッシュの純水透過試験は、Sterlitech 
Corporation (WA、USA)の Sterlitech UHP 76 450 mL のデッド-エンド攪拌式セル及び 19 L のステンレス製
圧力容器を用いて行った。メッシュのろ過性能を測定するために、窒素ガスを充填し設置した。ナノフ
ァイバーメッシュは直径 2.6 cm の円形に切り抜かれた。その際の各サンプルにおける理論的な有効表面
積は、EVOH の平均繊維径、サンプル重量及び密度から算出された (EVOH 56%: 0.21 m2、MA-EVOH 




 γ-グロブリン及びアルブミンの吸着試験は、Bradford 試薬 (BIORAD, CA, USA)を用いた上澄み溶液濃
度の定量評価にて行った。タンパク質溶液は D-PBS 中に 0.02 mg/mL 及び 0.20 mg/mL、2.00 mg/mL で調
製され、24 well-plate に添加された。続いて、EVOH ナノファイバーメッシュもしくはフィルムが浸漬
された。37°C にて 0.5 及び 1.5、2.5、4.0、12.5 時間振とうした後、上澄み溶液をサンプリングし、Bradford
法にて残存濃度を測定した。浸漬された EVOH ナノファイバーメッシュは、さらに株式会社日立ハイテ





性を評価するため、fluorescein 5-isothiocyanate (FITC)でラベル化された γ-グロブリン溶液 (1.00 mg/mL)
にナノファイバーメッシュが浸漬され、12 時間、37°C にて振とうされた。振とう後、メッシュは Xenogen 





2.3.1. MA 修飾前後における EVOH ナノファイバーメッシュのキャラクタリゼーション 
 
 本研究では、vinyl alcohol ユニット比: 56 及び 75%の EVOH を用いてナノファイバーメッシュの作製
を検討した。その理由として、以下の三つがある。(1) vinyl alcohol の繰り返しユニットによって高い親
水性を有しているが、ethylene の繰り返しユニットにより水中において不溶 14、(2)生体親和性に富む 15, 
16、(3) vinyl alcohol ユニット中の水酸基を利用して更なる機能化が可能 17、の三つである。Namekawa ら
は、EVOH のナノファイバーメッシュを isopropanol もしくは、HFIP を溶媒として作製していたが 9、
本研究では、より安定的にナノファイバーを作製できる HFIP の溶媒を用いた。 
 ナノファイバー状の構造は非常に高い比表面積を有するため、フィルム材料をコントロールとし、比
較した。ナノファイバーメッシュとフィルムのいずれも MA によって表面が改質された。EVOH は、
vinyl alcohol のコンテント量の異なる二種類のタイプを用いた。Fig. 2-2 (a)に、EVOH ナノファイバーメ
ッシュの SEM 観察の画像をまとめた。Fig. 2-2 (a)から、ナノファイバーは均一な繊維径を有しており、
ビーズ状の凝集体は観察されなかった。それぞれの SEM 画像から算出された平均繊維径は、450 ± 140 
Fig. 2-2 (a) SEM images of EVOH nanofiber meshes (scale bar: 10 µm), (b) average diameters of 
electrospun EVOH nanofibers with and without MA modification and (c) contact angles on the 





nm (EVOH 56%)及び 460 ± 150 nm (MA-EVOH 56%)、630 ± 140 nm (EVOH 75%)、610 ± 110 nm (MA-EVOH 
75%)であった (Fig. 2-2 (b))。EVOH 56%の繊維径が、EVOH 75%と比較して僅かに小さかったが、これ
は、ethylene ユニット量に由来する結晶性が高いことによる影響であると考えられる。また、MA による
表面処理操作後においても、ナノ繊維構造は維持されていた。それぞれのフィルム材料表面の SEM の
観察の画像を Fig. 2-3 にまとめた。ナノファイバーメッシュ上において、水接触角の測定は困難であっ
たため、代わりに EVOH フィルムを用いて測定を行った (Fig. 2-2 (c))。Fig. 2-2 (c)の結果から、水接触
角が、MA 処理によって、EVOH 56%では 91.7 ± 3.6°から 68.1 ± 0.9°に、EVOH 75%では 62.3 ± 1.0°から
57.7 ± 1.7°に減少した。これは、MA が EVOH ナノファイバー表面に導入されたことを示す補足的な結
果であると言える。 
 MA の修飾がされていることを確認するために、FTIR 及び 1H-NMR による解析を行った。ナノファ
イバーメッシュ及びフィルムの FTIR 測定の結果を Fig. 2-4 (a)、(b)にそれぞれまとめた。Fig. 2-4 におい
て、3274-3308 cm−1及び 1707-1711 cm−1の吸収帯のピークはそれぞれ–OH 及び C=O の伸縮振動に帰因し
ている 18。さらに、Fig. 2-5 のグラフから、反応溶液中の MA の濃度に依存して、MA 修飾後に 3274-3308 
cm−1の吸収帯のピーク強度が減少している一方で、1707-1711 cm−1の吸収帯のピーク強度は増加してい
る様子が確認された。これらの結果は、MA の修飾により、COOH 基が EVOH 表面に十分導入されてい
ることを示している。続いて、1H-NMR の結果を Fig. 2-6 にまとめた。Fig. 2-6 のチャート図において、
化学シフトはそれぞれ、δ = 4.0-5.2 ppm (-OH)、δ = 6.2-6.5 ppm (-CH=CH-)であり、MA の導入率はそ
れぞれ、5.7% (MA-EVOH 56%)と 1.7% (MA-EVOH 75%)であった。MA-EVOH 56%と MA-EVOH 75%の
MA の導入率を比較すると、EVOH 75%の方が-OH 基が多く存在するにも関わらず、EVOH 56%の方が
よく MA が導入されていた。この結果は、EVOH 56%の方が EVOH 75%よりも反応溶媒である chloroform
に膨潤しやすく、より MA の-OH との反応頻度が上がったためであると考えられる。 
 高い開気孔性構造を有する材料の利点の一つは、水の高い透過能である。MA 処理前後での EVOH ナ














 以上の結果を踏まえ、MA 修飾された EVOH 56%が γ-グロブリンの吸着試験に用いられた。IgG は γ-
グロブリンのサブクラスであり、全体の 70%を占める。ヒトの血漿タンパク質は主に、グロブリン 
(≈40%)、アルブミン (≈60%)から構成されており、γ-グロブリンの pI (= 6.3-8.4)はアルブミンの pI (= ~4.7)
と比較して高い。MA 処理後の EVOH メッシュ上における γ-グロブリンの吸着容量を評価するため、
EVOH メッシュが 0.2 mg/mL の γ-グロブリン溶液中に 37°C で浸漬された。12.5 時間の浸漬後、γ-グロブ
リンの吸着量が初期濃度から計算された。Fig. 2-8 (a)から、MA 修飾された EVOH ナノファイバーメッ
シュの γ-グロブリン吸着容量は約 5.6 mg/g であった。この値は、MA 修飾されていない EVOH ナノファ
イバーメッシュと比較して、明らかに高かく (p < 0.05)、フィルムの結果と比較しても、十分高い結果で
あった。次に、初期の γ-グロブリン濃度による MA 修飾 EVOH ナノファイバーメッシュの吸着性能へ
の影響を調査するため、様々な初期濃度 (0.02-2.00 mg/mL)における吸着平衡時の吸着量を検証した (Fig. 
Fig. 2-4 FTIR spectra of various the EVOH nanofiber meshes (a) and films (b) modified with MA 
 
Fig. 2-5 FTIR spectra of the EVOH nanofiber meshes modified with 





2-8 (b))。結果、0.02-2.00 mg/mL の濃度範囲において、吸着量は γ-グロブリンの初期濃度に依存して、線
形的に増加した (相関係数: R2 = 0.98)。この結果は、γ-グロブリンに対する吸着効率が高いことを示唆し
ている。 
 吸着等温式による定量的な解析のため、以下の Langmuir (式 (2-1))と Freundlich (式 (2-2))のモデルを
用いて検証した 19, 20。式 (2-1)中における、qe、qmax、Ka及び C はそれぞれ qe: 吸着剤単位質量当りの吸
着量(mg/g)、qmax: 飽和吸着量 (mg/g)、Ka: 吸着平衡定数 (mL/mg)、C: 平衡濃度 (mg/mL)である。式 (2-
2)中における、qe、C、n 及び KFはそれぞれ、qe: 吸着剤単位質量当りの吸着量(mg/g)、C: 平衡濃度 (mg/mL)、
n 及び KF: 平衡定数である。 
 
Fig. 2-6 1H-NMR spectra of the MA-modified EVOH nanofiber meshes. 
 
Fig. 2-7 Flux capacity of EVOH nanofiber meshes before (a) and after (b) MA modification. The open 














  (2-1) 
Freundlich:  log 𝑞𝑒 =
log 𝐶
𝑛
+ log 𝐾𝐹  (2-2) 
 
 平衡時の γ-グロブリン濃度の逆数に対する γ-グロブリンの吸着容量の逆数についてプロットすること
で MA 修飾 EVOH ナノファイバーメッシュにおける γ-グロブリンの Langmuir の吸着等温線のグラフを
作製した (Fig. 2-9 (a))。また、同様に、平衡時の γ-グロブリン濃度の常用対数に対する γ-グロブリンの
吸着容量の常用対数についてプロットすることで Freundlich の吸着等温線のグラフを作製した (Fig. 2-9 
(b))。Table 2-1 から、Langmuir の吸着モデルの相関係数 (R2 = 1)が Freundlich の吸着モデルより高いこと
がわかる。したがって、γ-グロブリン分子の吸着は単層吸着であり、γ-グロブリン分子同士の相互作用が
はるかに弱いことを示している。さらに、Kaは 1.3 mL/mg であると算出された。Ma らは、カチオン性





た、負電荷の強いチャージをもつ表面には γ-グロブリンは吸着しにくいという結果も報告されている 22, 
23。プロテイン A は、抗体の Fc 領域との強い相互作用 (Ka ≈ 108 M-1)を通して抗体を選択的に吸着する
Fig. 2-8 (a) γ-Globulin adsorption capacity of the fabricated EVOH 56% nanofiber mesh, MA-EVOH 
56% nanofiber mesh, and MA-EVOH 56% film and (b) effect of initial concentration of γ-globulin on 
the adsorption performance. 
 
 
Table. 2-1 Langmuir and Freundlich constants and correlation coefficient for γ-globulin adsorption on 




リガンドとして有名であり 24, 25、Fc 領域への相互作用が主な結合サイトであるため、補体の活性のを抑
制することも報告されている 22, 25。Muramatsu らは、γ-グロブリンは弱い負電荷のチャージをもつ表面
においては Fc 領域を通して吸着し、その結果補体の活性が抑制されることを報告している。この報告
の結果から、MA 修飾した EVOH ナノファイバーメッシュは γ-グロブリンの Fc 領域を通して吸着して
いる可能性が示唆された。 
 
2.3.3. ナノファイバーメッシュ材料上における γ-グロブリンの吸着に関する定性評価 
 
 γ-グロブリンの吸着を視覚的に確認するため、FITC ラベル化された γ-グロブリンを用いて吸着試験を
行った (Fig. 2-10 (a))。Fig. 2-10 (a)の写真から、γ-グロブリンは MA 修飾 EVOH ナノファイバーメッシ
ュに吸着していることが確認された。次に、γ-グロブリンに対する吸着試験を行った後の MA 修飾 EVOH
メッシュについて IVIS (Fig. 2-10 (b))及び SEM/EDX (Fig. 2-10 (c)、(d))それぞれを用いて、分析された。
Fig. 2-10 (c)は、MA 修飾 EVOH ナノファイバーメッシュ表面の SEM 画像に窒素原子に対する元素マッ
ピング画像を重ね合わせた画像である。Fig. 2-10 (d)は、γ-グロブリン及びアルブミン、PBS のみのそれ
ぞれの溶液に 12 時間浸漬した後の MA 修飾 EVOH ナノファイバーメッシュ表面における元素組成分析
の結果を示している。Fig.2-10 (c)、(d)の結果から、MA 修飾 EVOH ナノファイバーメッシュには本来存
在しない窒素元素が γ-グロブリン溶液に浸漬した際に顕著に検出された。これらの結果から、γ-グロブ






MA 修飾 EVOH メッシュと未修飾の EVOH メッシュそれぞれに対する γ-グロブリンとアルブミンの吸
着容量を示している。未処理の EVOH メッシュは抗血栓性材料として知られているように、アルブミン
と γ-グロブリンの両方において、ほとんど吸着は見られなかった。一方で、MA 修飾 EVOH メッシュで
は、γ-グロブリンが選択的に吸着されることが確認された。また、2 時間で吸着平衡に達し、12.5 時間後
Fig. 2-9 The fitting curves of (a) Langmuir and (b) Freundlich isotherm models for γ-globulin 





には、5.6 ± 1.2 mg/g の吸着効率で γ-グロブリンを吸着し、2.6 ± 0.3 mg/g の効率でアルブミンを吸着し
た。また、12.5 時間における未修飾の EVOH メッシュ上のアルブミンに対する γ-グロブリンの吸着量比
は、約 0.8 であったが、MA 修飾 EVOH メッシュ上では 2.1 であった (Fig. 2-11 (c))。 
 MA 修飾 EVOH メッシュの吸着容量から、γ-グロブリンの初期添加量の内 22.1%まで捕捉しているこ
とがわかった。この値は、臨床現場で用いられる免疫吸着療法用のカラム材料に充填されている吸着材





 本研究では、γ-グロブリンを選択的に吸着するために、新たなアプローチでの MA 修飾 EVOH ナノフ
ァイバーメッシュの作製し、γ-グロブリン-選択的な吸着能を実証した。高い比表面積や高い開気孔性構
造により、EVOHナノファイバーメッシュの繊維表面上への効果的なMAの修飾が確認された。さらに、





Fig. 2-10 (a) Optical images of the MA-modified EVOH nanofiber mesh before (right) and after 
adsorption of FITC labelled γ-globulin (left), (b) observation of the MA-modified EVOH nanofiber 
mesh adsorbing FITC labelled γ-globulin by an IVIS, (c) SEM/EDX images of the MA-modified 
EVOH nanofiber mesh (scale bar: 10 µm), the nitrogen mapping image overlaid on the SEM image 
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タイプである SLE に焦点を当てていく。 
 SLE は不治の病とされており、Fig. 3-1 に示すように日本では 6〜10 万人が罹患していると考えられ





 SLE に対する免疫吸着療法では、先駆的な材料が実際の治療に用いられている。特に、Terman らによ
って、初めてプロテイン A 固定化吸着カラムを用いた SLE に対する免疫吸着療法が提唱された 4。ヒト
抗 DNA 抗体を吸着するために DNA-コロジダン-チャコールからなる膜の有効性も示されている 5。SLE
の治療として、抗 DNA 抗体を吸着する DNA 固定化吸着材についても臨床での研究が行われてきた 4-6。
ssDNA とセルロースが導入されたアガーゲルの免疫吸着カラムは、血清から 65％の DNA の回収性能を
示すことが報告されている 6。これらの研究に続いて、SLE 患者の臨床治療に対して DNA を固定化した
免疫吸着材が用いられ、抗 ssDNA 自己抗体や腎組織中の免疫複合体の力価が減少し、患者の症状が改
善されることが報告されている 7。更に、南海大学 (中国)での多くの患者に対する数十年間に及ぶ臨床
研究が DNA 固定化免疫吸着材を用いた免疫吸着療法の有効性を報告している 8, 9。 











的な吸着材と比較しても高いことがわかっている 10, 11。特筆すべき点は、一般的な DNA 固定化吸着材
はデキストラン硫酸やトリプトファン、フェニルアラニンが修飾された非特異的な免疫吸着材と比較し
て、SLE 患者の治療時の抗 dsDNA 抗体の結合能が一桁大きい 12。また、ビーズが充填された免疫吸着
材がよく用いられているが、これまでには DNA 固定化 polyethylene terephthalate (PET)13 及び
polyvinylidene difluoride (PVDF)14の膜状免疫吸着材も用いられている。 
 
3.1.3. DNA リガンドの合成方法 
 
 DNA はホスホロアミダイト法による合成 15や PCR による合成 16など様々な合成経路が報告されてい
るため、目的に応じて DNA リガンドの合成手法を選択することが可能である。また、生物由来の DNA
リガンドとして、ウシ胸腺 DNA が用いられることもあるが 17、異種生物由来の感染リスクの課題が残
る。こうした背景から、DNA をリガンドとした吸着材の大量生産を考慮すると、異種生物などに由来す





ュ材料の開発に取り組んだ (Fig. 3-2)。一つ目のアプローチとして、血液適合性高分子材料である EVOH
のメッシュ材料に DNA を固相反応にて固定化することで、DNA 固定化 EVOH ナノファイバーメッシ
ュを作製した(Fig. 3-2 ①)。また、二つ目のアプローチとして、DNA をアクリレート系モノマーに導入
し、DNA コンジュゲートモノマーの合成及び重合化に取り組んだ(Fig. 3-2 ②)。具体的には、ホスホロ









3.2.1. DNA 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの作製及び抗 ssDNA 抗体吸着能評価 
 




 DMT-dG (ib) Phosphoramidite (以下、DMT-dG)は、Sigma Aldrich (東京、日本 )から購入した。
Dicyanoimidazole (DCI)は、東京化成 (東京、日本)から購入した。Acetonitrile (ACN)及び ammonia Solution 




antibody は、Creative Diagnostics (NY, USA)から購入した。 
 
3.2.1.2. EVOH ナノファイバーメッシュへの DMT-dG の固定化 
 
 まず始めに、DCI を ACN 中に 0.8 M の濃度で溶解し、モレキュラーシーブス (4A)を加えて、プレ溶
液とした。EVOH ナノファイバーメッシュは 2.2.2.にて作製したものを用いた。まず、1.5 cm 四方に成
Fig. 3-2 (a) Schematic illustration of functionalized nanofiber meshes with DNA to 
adsorb anti-ssDNA antibody via two approaches (b).  
 





形された EVOH ナノファイバーメッシュ 0.10 g 及び DMT-dG を 1.0 g をナスフラスコに添加し、一晩減
圧乾燥した。乾燥後、6 mL の DCI プレ溶液を追添し、4°C で 12 時間静置した。静置後、溶液系から取
り出したメッシュ材料を ACN 及び純水で十分に洗浄した。 
 
3.2.1.3. DMT-dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの脱保護 
 
 3.2.1.2.にて合成した DMT-dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの脱保護反応を行うため、まず
DMT-dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュを ammonia Solution (28%)中に浸漬し、50°C で 36 時間
振とうした。振とう後、純水で十分に洗浄し、乾燥させた。続いて、乾燥したメッシュ材料を acetic acid 
(80%)中に浸漬し、25°C で 1 時間振とうした。振とう後、純水及び chloroform で十分に洗浄し、乾燥さ
せた。一連の操作における反応の進行度等の確認は、核磁気共鳴分光法 (1H-NMR 及び 31P-NMR)及び
SEM (EDX)にて行った。 
 
3.2.1.4. dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの抗 ssDNA 抗体吸着能評価 
 
 3.2.1.3.にて脱保護処理を施された dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの抗 ssDNA 抗体の吸着
能を評価は、Bradford 試薬 (BIORAD, CA, USA)を用いた上澄み溶液濃度の定量評価にて行った。抗
ssDNA 抗体溶液は D-PBS 中に 0.20 mg/mL で調製され、24 well-plate に添加された。続いて、dG 固定化
EVOH ナノファイバーメッシュが浸漬された。37°C にて 1 時間及び 5 時間、7 時間、12 時間振とうした
後、上澄み溶液をサンプリングし、Bradford 法にて残存濃度を測定した。 
 
3.2.2. DNA コンジュゲート高分子材料の抗 ssDNA 抗体吸着能評価及びメッシュ化の検討 
 
 本アプローチは、Fig. 3-4 に示すスキームに従って進めた。 








 HPMA 及び dicyanoimidazole (DCI)、styrene は、東京化成 (東京、日本)から購入した。DMT-dG 及び 2-
(dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionic acid (DDMAT)、polystyrene (Mw: 35000)は、Sigma Aldrich 
(東京、日本)から購入した。Acetonitrile (ACN)及び ethyl acetate (EtAc)、dichloromethane (DCM)、triethylamine 
(TEA)、azobisisobutyronitrile (AIBN)、xylene、2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitrile) (V-70)、methanol
は、和光純薬工業 (大阪、日本)から購入した。Anti-ssDNA polyclonal antibody は、Creative Diagnostics (NY, 
USA)から購入した。 
 
3.2.2.2. DNA コンジュゲートモノマーの合成 
 
 予め、HPMA を ACN 中に 0.2 M の濃度で溶解し、同様に DCI を ACN 中に 0.8 M の濃度で溶解し、そ
れぞれにモレキュラーシーブス (4A)を加えて、プレ溶液とした。続いて、DMT-dG を一晩減圧乾燥した
後、窒素充填下で HPMA のプレ溶液に 0.2 M となるように添加した。さらに、HPMA のプレ溶液と等量
の DCI のプレ溶液を追添した後、4°C で 4 時間静置した。静置後、EtAc: DCM: TEA = 45: 45: 10 の混合
溶液を加え、-30°C で一晩静置した。続いて、反応溶液に DCM と純水を加え、分液操作を行い、DCM
層を回収した。合成化合物は、質量分析法 (MS spectrometry)及び核磁気共鳴分光法 (1H-NMR)にて評価
した。 
 
3.2.2.3. DNA コンジュゲートモノマーの重合 
 
 3.2.2.2.において合成及び精製した DNA コンジュゲートモノマー (以下、DMT-dG -HPMA)を可逆的付
加開裂連鎖移動 (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer: RAFT)重合法にて重合した。具体的に
な操作は以下に示す。 
 まず、polystyrene-macroCTA を合成するために、styrene モノマー及び DDMAT をそれぞれ 1.0 M、2.5 
mM の濃度となるように xylene に溶解し、130°C にて重合反応を 12 時間行った。重合反応後、反応溶液
に THF を添加し、methanol 中へ滴下することで、析出した黄色固体を回収し、polystyrene-macroCTA と
した。次に、DNA コンジュゲートモノマー及び polystyrene-macroCTA、V-70 をそれぞれ 63 mM、3.2 mM、
0.65mM の濃度となるように DMFに溶解し、35°C にて重合反応を 24 時間行った。重合反応後、反応溶
液を分画分子量 (MWCO)が 5kDa の透析膜チューブに移し、DMF 中で透析操作を行った。二日間の透
析後、回収した溶液を乾燥させ、薄黄色固体を回収し、poly(St-b-(DMT-dG -HPMA))_short と定義した。
また、同様の操作を、dG-HPMA 及びホモ polystyrene-macroCTA、V-70 がそれぞれ 140 mM、3.0 mM、
0.65mM の濃度の条件にて行い、poly(St-b-(DMT-dG -HPMA))_long と定義した。 
 合成化合物は、1H-NMR 及び、ゲル透過クロマトグラフィ (gel permeaion chromatography: GPC)にて評
価した。 
 
3.2.2.4. DNA コンジュゲート高分子材料の標的分子の吸着評価 
 
 3.2.2.3.にて合成及び精製した DNA コンジュゲート高分子材料 (poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_short 及
び poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_long)の標的分子の対する吸着性能を評価するため、96 well-plate (以下、
PSt容器)上にDNAコンジュゲート高分子材料を溶媒キャスト法にて固定化した。具体的には、chloroform





護反応を行うため、poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_long が固定化されているウェルに 28% ammonium 溶液
を 250 uL ずつ添加し、50°C にて 36 時間振とうした。振とう後、純水にて十分に洗浄操作を行い、減圧
条件にて乾燥した。続いて、上記の操作を行ったウェルに 80％ acetic acid 溶液を 250 uL 添加し、室温 
(25°C)にて 2 時間振とうした。振とう後、メタノール及び、純水を用いて十分に洗浄し、減圧条件にて
乾燥した。 
 作製した DNA コンジュゲート高分子材料が固定化された PSt 容器を用いて、DNA コンジュゲート高
分子材料の抗 ssDNA 抗体の吸着能評価を行った。まず、2 ug/mL の濃度とるなるように D-PBS 中に抗
ssDNA 抗体を溶解した。続いて、調製した抗 ssDNA 抗体溶液を、DNA コンジュゲート高分子材料が固
定化してあるウェルに添加した。37°C にて 5 時間振とうした後、上澄み溶液をサンプリングし、Bradford
法にて残存濃度を測定した。 
 
3.2.2.5. DNA コンジュゲート高分子材料のナノファイバーメッシュ化の検討 
 
 DNA コンジュゲート高分子材料からなるナノファイバーメッシュ材料を作製するため、まず、分子量
の近い polystyrene (Mw: 35000)及び DMF (溶媒)を用いて、紡糸条件 (濃度、印加電圧、フローレート等)
の検討を行った。最適化した紡糸条件を参考に、poly(St-b-(DMT-dG -HPMA))_long を用いることで、エ




3.3.1. DNA 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの作製及び抗 ssDNA 抗体吸着能評価 
 
 Fig. 3-2 に示すアプローチのうち、①のアプローチの検討結果を以下にまとめる。 
 
3.3.1.1. EVOH ナノファイバーメッシュへの DMT-dG の固定化 
 
 EVOH ナノファイバーメッシュへの DMT-dG の固定化反応の進行を 1H-NMR 及び 31P-NMR にて確認
した。その結果を Fig. 3-5、6 に示す。Fig. 3-5 の結果は、EVOH ナノファイバーメッシュのファイバー
表面に DMT-dG が固定化されていることを示している。さらに、Fig. 3-6 の 31P-NMR の結果から、僅か




3.3.1.2. DMT-dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの脱保護 
 
 3.3.1.1.にて合成された DMT-dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの脱保護操作により DMT 基
が外れているかを 1H-NMR にて確認した (Fig. 3-7 )。Fig. 3-7 の結果は、100%ではないが、脱保護反応
が進行していることを示唆する結果であった。また、脱保護反応時の酸・塩基処理によるナノ構造への
影響について SEM を用いて表面形状を観察することで調査した (Fig. 3-8)。結果として、脱保護反応後
においても、ナノファイバー状の構造を維持されていることが明らかとなった (Fig. 3-8 (a))。さらに、
EDX での評価 (Fig. 3-8 (b))より、P 元素のピークが検出されたことから、脱反応後もメッシュ材料表面








Fig. 3-5 1H-NMR spectrum of the DMT-dG-immobilized EVOH nanofiber mesh. 
 







3.3.1.3. dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュの抗 ssDNA 抗体吸着能評価 
 
 SLE 患者では抗 ssDNA 抗体が過剰に産生されることが報告されており、またその病原性についても
報告されている。そこで、本章では、標的分子として抗 ssDNA 抗体を用いた。dG 固定化 EVOH ナノフ
ァイバーメッシュの抗 ssDNA 抗体吸着能を評価するため、0.2 mg/mL 抗 ssDNA 抗体溶液中に 37°C で浸
漬された。1 時間及び 5 時間、7 時間、12 時間の浸漬後、抗 ssDNA 抗体の吸着量が初期濃度から計算さ
れた。Fig. 3-9 から、dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュでは、顕著な吸着は確認されなかった。
しかしながら、脱保護前の DMT-dG 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュにおいては、有意に吸着し
ている様子が観察された。これは、保護基の疎水的な性質による非特異的な吸着が生じている可能性が
考えられる。 
Fig. 3-7 1H-NMR spectrum of the dG-immobilized EVOH nanofiber mesh. 
 
Fig. 3-8 (a) An SEM image and (b) an EDX spectrum of the dG-immobilized EVOH nanofiber mesh. The 










3.3.2.1. DNA コンジュゲートモノマーの合成 
 
 Fig. 3-4 に示すスキームに従い、DNA コンジュゲートモノマーを合成し、質量分析法及び 1H-NMR に
よって評価した。それぞれの結果を、Fig. 3-10、11 にまとめた。Fig. 3-10 のグラフから、主に目標化合
物である分子量 830.32 m/z の化合物が取得されたことが確認された。また、852.30 m/z 及び 868.29 m/z
の化合物も混在していることが確認されたが、これらは何れも HPMA と反応した DNA コンジュゲート
Fig. 3-10 ESI-MS Spectrum of DMT-dG-HPMA, acquired with ZAPLOUS ADV Q- Exactive system 
(AMR Inc., Tokyo, Japan). 
Fig. 3-9 Adsorption performance of the DMT-dG-immobilized (closed circle), dG-immobilized 





モノマーであることが示唆された。さらに、Fig. 3-11 の 1H-NMR の結果からも同様に、DMT-dG 及び
HPMA のカップリング反応が進行していることが示唆された。 
 
3.3.2.2. DNA コンジュゲートモノマーの重合 
 
 続いて、3.2.2.2.で合成された DNA コンジュゲートモノマー (DMT-dG-HMPA)及び 3.2.2.3.にて合成さ
れた polystyrene-macroCTA を用いて、二つの異なる仕込み比で RAFT 重合を行った。重合反応後、回収
された薄黄色固体について 1H-NMR 及び 31P-NMR、GPC による評価し、結果を Fig. 3-12、13 及び Table. 
3-1 にまとめた。まず、Fig. 3-12 の 1H-NMR チャートより、polystyrene-macroCTA から DMT-dG-HMPA





び poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))の分子量を GPC により評価した (Table. 3-1)。GPC 測定の結果から、それ
ぞれの数平均分子量 (Mn)が 3.26 × 104 (polystyrene-macroCTA)及び 3.45 × 104 (poly(St-b-(DMT-dG-
HPMA))_short)、3.83 × 104 (poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_long)であることがわかった。したがって、そ
れぞれの重合反応にて polystyrene-macroCTA に DMT-dG-HMPA モノマーが約 2 及び 7 ユニット導入さ
れていると考えられる。この重合反応における、polystyrene-macroCTA と DMT-dG-HMPA 仕込み比は
1 :30 及び 1 : 50 であったことから、重合効率が非常に低いことが伺える。したがって、この結果は、上
記のリンの酸化現象の原因が RAFT 重合時に発生するラジカルによる影響が大きいことを示唆してい
る。 






Fig. 3-12 1H-NMR spectrum of the poly(St-b-(DMT-dG-HPMA)). 
 
Fig. 3-13 31P-NMR spectrum of the poly(St-b-(DMT-dG-HPMA)). 
 
 





3.3.2.3. Poly(St-b-(dG-HPMA))_long の抗 ssDNA 抗体吸着能評価 
 
 3.2.2.2.にて重合した poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_long から保護基 (DMT 基)を取り除いた poly(St-b-
(dG-HPMA))_long の抗 ssDNA 抗体に対する吸着能を評価するため、poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_long 及
び、poly(St-b-(dG-HPMA))_long が固定化された PSt 容器中に 2 ug/mL の濃度の抗 ssDNA 抗体を添加し
た。5 時間の振とう後、抗 ssDNA 抗体の吸着量が初期濃度から計算された。その結果を Fig. 3-14 に示
す。Fig. 3-14 から、コントロールである PSt と比較して、poly(St-b-(dG-HPMA))_long では抗 ssDNA 抗体
が有意に吸着することが確認された。これの結果は、固定化された poly(St-b-(dG-HPMA))_long から提示
される dG ユニットに起因すると考えられる。 
 
 
3.3.2.4. Poly(St-b-(dG-HPMA))_long のナノファイバー化の検討 
 
 3.2.2.3.にて合成された poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))のうち、poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_long を用いて、
ナノファイバー化の検討に取り組んだ。まずエレクトロスピニングの条件検討を行うため、分子量の近
い polystyrene (Mw: 35000)を用いて、最適条件の探索を行った。その結果を Fig. 3-15 に示す。Fig. 3-15 か
ら、polystyrene の濃度が 100 w/v%の時に上手くファイバー構造が形成されることがわかった。何れの印
加電圧の条件においても、同様の繊維径 (数 μm)であることが観察された。この結果を踏まえて、より
細い繊維系を作製するための条件検討として、polystyrene の濃度を 80 w/v%の条件でもの検討を深めた
が、60 w/v%の時と同様ファイバー構造は得られなかった。この結果から、poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))濃




Fig. 3-14 Adsorption performance of the PSt (control), poly(St-b-(DMT-dG-HPMA))_long, and poly(St-b-








Fig. 3-16 (a) An SEM image and EDX mappings of O and P on poly(St-b-(dG-HPMA))_long 
meshes. The scale bar: 30 μm. (b) An EDX spectrum of the poly(St-b-(dG-HPMA))_long 
meshes. 
 
Fig. 3-15 SEM images of fabricated polystyrene meshes. Needlegage: 25 G, Gap: 15 cm. 








 本章では、SLE の治療としての応用を目指した抗 DNA 抗体を吸着可能な高分子系メッシュ材料の開
発を目指し、DNA リガンドを用いた高分子系メッシュ材料の作製に取り組んだ。具体的には、EVOH ナ
ノファイバーメッシュ材料へ DNA を固定化するアプローチと DNA の methacrylate 系モノマーを合成
し、styrene とのジブロック高分子材料を作製することによって、ファイバー化の検討を行うアプローチ
の、二つのアプローチを試みた。両アプローチから DNA リガンドを固定化したメッシュ材料の作製に
成功した。二つのアプローチから作製した、DNA 固定化 EVOH ナノファイバーメッシュ及び、DNA コ
ンジュゲート高分子材料の抗 ssDNA 抗体に対する吸着能を評価した結果、DNA 固定化 EVOH ナノファ
イバーメッシュでは有意な吸着挙動は確認されなかったが、DNA コンジュゲート高分子材料において
は、抗 ssDNA 抗体が有意に吸着される様子が確認された。今後の展望として、アルブミンなどの異なる
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骨癒合を妨げることが報告されている 4。一方、胸骨ピンは、結晶性の高さから poly-L-lactide が原料と
して用いられているが、骨伝導性や骨癒合性が十分ではない。これらの材料は骨治療材料として広く研
究されているものの 6, 7、骨再生を促進するような材料開発には課題が残されている。 
 間葉系幹細胞 (mesenchymal stem cell: MSC)は再生医療や組織工学の分野において、最も有望な細胞リ
ソースである。骨髄 (bone marrow: BM)や脂肪 (adipose tissue: AT)、臍帯 (umbilical cord: UC)など様々な








 骨形成タンパク質 (bone morphogenetic proteins: BMPs)は骨形成を誘導する増殖因子のファミリーであ
り、MSC の骨細胞系列への分化に関する研究が行われてきた 12。BMP は、1965 年に Urist によって発見
されて以来 13, 14、数多くの in vitro 及び in vivo 研究、臨床研究からヒトの骨格のリモデリングにおける
中心的な役割が同定されてきた 14, 15。これまでに、40 種類以上の BMP ファミリーが特定されており、
それぞれが骨細胞分化や骨形成において重要な役割を果たしていることから、骨粗鬆症を起因とする骨
折の治療に関与すると考えられてきた。様々な BMP ファミリーの中でも特に、BMP-2 及び BMP-4、
BMP-6、BMP-7 は、骨粗鬆症に関する研究の対象とされ、その経路などが関連付けられてきた 14。BMP-
2 及び BMP-4、BMP-6、BMP-7 は、in vitro 及び in vivo の研究において、MSC の骨分化や、骨再生を制
御することが報告されている 16-20。BMP のアミノ酸配列は種を越えて高度に保存されている。BMP-2 の
タンパク質構造中に存在する knuckleエピトープやそのエピトープ由来のペプチドがBMP-2の効果を置
き換え得ることもわかっている 21。詳細として、knuckle エピトープは骨前駆細胞のアルカリフォスファ
ターゼ (alkaline phosphatase: ALP)の高活性化や、in vivo モデルでの石灰化の誘導を促進する 22。さらに、
knuckle エピトープ由来の KIPKASSVPTELSAISTLYL ペプチドと RGD ペプチドを固定化したハイドロ
ゲルが、骨髄間質前駆細胞の骨分化や石灰化に影響を与えることが報告されている 23。また、いくつか
の BMP-7 由来のペプチドが骨芽細胞の石灰化プロセスを促進することが明らかとなっており 24, 25、





ており、その機能も似ていることが示唆されている 24, 25。さらに、BMP-7 の別の機能部位は bone forming 
peptide-1 (BFP-1)と定義されており、BFP-1 で処理された MSC を移植した動物モデルにおいて骨形成の
著しく促進されることが報告されている 27。また、BMP に由来しない骨分化誘導ペプチドも発見されて
いる。RANKLタンパク質結合ペプチドであるW9ペプチド (YCWSQYLCY)は、破骨細胞形成を抑制し、
骨前駆細胞における骨芽細胞への分化や石灰化を知られている 28。その他にも、ヒストン H4 タンパク
質の C 末端領域の正電荷をもつ 14 残基のペプチド (ALKRQGRTLYGFGG)が骨形成ペプチドとして、同




が生じ、深刻な臓器障害にも繋がる 32。腸組織において、線維芽細胞 (FB)の増殖や遊走、MSC からの
FB への分化などによって進行する線維化のメカニズムは、炎症反応によって誘導される 33, 34。したがっ
て、FB の増殖や遊走の制御や MSC の FB への分化の抑制は、生体材料の移植時において重要となる。









をスクリーニングするため、SPOT 合成機を用いて合成されたペプチドアレイ上において 36, 37、報告さ





ーニングの候補ペプチドを絞り込むために、骨分化促進に関与する様々な BMP について 8 種の生物種
間におけるホモロジー解析を行った (Fig. 4-1)。候補ペプチドの残基数は W9 ペプチドを参考に、9 残基







 全ての Fmoc-amino acid 及び Fmoc 11-aminoundecanoic acid は、渡辺化学工業株式会社 (広島、日本)か
ら購入した。WST-8 は、同人堂 (熊本、日本)から購入した。SIGMAFAST™ p-nitrophenyl phosphate tablets








Fig. 4-1 Schematic of this study. First, in silico screening of candidate peptides was performed. From the 
protein database UniProt, the sequences of several BMPs, such as BMP-2, BMP-4, BMP-6 and BMP-7, 
from several species were obtained. The protein sequences were aligned in the UniProt database, and 
homologous sequences were defined. From the homologous sequences, candidate 9-mer peptides were 
selected for the next peptide array screening. Second step, peptide array screening of osteogenic-enhancing 
peptides was conducted. A peptide array was fabricated using a peptide array synthesizer and was punched 
out in the 96-well plate size in a 96-well plate. Cells were seeded and cultured for several days. Cell 
proliferation and osteogenic differentiation were detected by cell counting and ALP activity, respectively. 
The desired peptides exhibit higher proliferation of osteoblasts (OBs) and MSCs than of fibroblasts (FBs) 





4.2.2. In silico スクリーニングによる候補ぺプチドの絞り込み 
 
 まず、in silico スクリーニングとして、UniProt から取得された BMP の配列がデータベース上に配列





 実験に用いた、Normal human osteoblasts 及び Human mesenchymal stem cells from umbilical cord matrix、
Normal human dermal fibroblasts は、それぞれ LONZA (Basel, スイス)及び Promo Cell (Heidelberg, ドイツ)、
KURABO (大阪、日本)から、購入した。そして、各細胞は、それぞれ OGM Bullet Kit (LONZA)及び
mesenchymal stem cell growth medium (Promo Cell)、10%の fetal bovine serum (FBS)血清  (NICHIREI 
BIOSCIENCES: 東京、日本)及び 1%の penicillin streptomycin (和光純薬工業株式会社)が含有された
Dulbecco’s modified Eagles’ medium (DMEM) (和光純薬工業株式会社)を用いて、37°C、5％CO2のインキ





 ペプチドアレイは、Intavis AG (Köln、ドイツ)のペプチド合成機 (ASP222)を用いて、既に報告されて
いる Fmoc 固相合成法に基づく作製手法により 40, 41、作成された (Fig. 4-1)。ペプチドアレイの設計にお




 細胞増殖アッセイは、報告されている PIASPAC の方法を応用した 40, 41。OB 及び UC-MSC、FB は、
それぞれ 1.4 × 104 cells/cm2及び、2.9 × 104 cells/cm2、1.4 × 104 cells/cm2の播種密度でアッセイプラットフ
ォーム上に播種され、37°C、5％CO2のインキュベーターで 7 日間培養された。培養 7 日後、WST-8 を
培地中に添加し、37°C で 1 時間静置した後、上澄みの吸光度 (450 nm)を Bio-Rad 社 (CA、USA)の吸光
プレートリーダー (iMark™ Microplate Absorbance Reader)により測定した。 
 
4.2.6. ペプチドアレイを用いた ALP 活性評価 
 
 ALP 活性のアッセイも同様に、報告されている PIASPAC の方法を応用した 40, 41。OB 及び UC-MSC、
FB は、それぞれ 1.4 × 104 cells/cm2及び、2.9 × 104 cells/cm2、1.4 × 104 cells/cm2の播種密度でアッセイプ
ラットフォーム上に播種され、37°C、5％CO2 のインキュベーターで 7 日間培養された。培養 7 日後、
milliQ 水に溶解させた SIGMAFAST™ p-nitrophenyl phosphate tablets を培地中に添加し、37°C で 30 分間
静置した後、上澄みの吸光度 (405 nm)を Bio-Rad 社 (CA、USA)の吸光プレートリーダー (iMark™ 
















培養された UC-MSC を用いて検討した。比較のコントロールとして、ペプチドを固定化していない条件 
(BLANK)及び RGDペプチド (接着ペプチド)またはW9ペプチド (骨分化ペプチド)が固定された条件を
用いた。増殖評価において、BLANK 及び RGD ペプチドの条件を比較したが、7、14、21 日間いずれに
おいても、顕著な差は確認できなかった (Fig. 4-2 (a))。W9 ぺプチドは、14 日間にて、特に RGD ペプチ
ドと比較して、高い増殖性を示した (p = 0.068)。また、ALP 活性評価では、BLANK と RGD の間では、
いずれの培養期間においても顕著な差が確認されなかったが (Fig. 4-2 (b))、W9 は 7 日間培養した条件
において、RGD ペプチドと比べて顕著な差を示した (p < 0.05)。ALP 評価の最終評価点を定義するため、
ALP 活性量を細胞数で除したものを用いたところ (Fig.4-2 (c))、7 日間培養した W9 ペプチドの条件にお




Fig. 4-2 Conditions used for the peptide array screening. UC-MSCs were used for the experiment. 
(a) Proliferation assay by WST-8; (b) ALP activity assay; (c) ALP activity/cell number. Each assay 






4.3.2. In silico スクリーニングによる候補ペプチドの決定 
 
 In silico スクリーニングとして、UniProt から取得した複数の BMP のアミノ酸配列を Table 4-1 にまと
めた。まず、BMP-2及び、-4、-6、-7の 4種類の BMPファミリーを 8種類の生物種 (CHICK及びDAMDA、
HUMAN、MOUSE、RAT、BOVINE、RABBIT、SUNMU)から合計 19 種類の BMP が用意された。なお、
BMP-2 及び BMP-4 は、骨分化促進評価のために最もよく調べられてきている BMP ファミリーである。 
 ペプチドスクリーニングに用いる候補ペプチドを決定するため、19 種類の BMP のアミノ酸配列を並
べ、骨分化に関連するような重要な配列を定義した。候補ペプチドを絞り込むために、以下の二つの仮
説が用いられた。まず、異なる生物種を越えても保存されているホモロジー配列部分は骨分化能の可能
性があり (仮説 1)、9 残基のような短鎖ペプチドでも骨形成能をもつ (仮説 2)。ホモロジー解析の結果
は、Fig. 4-3 に示す。ホモロジー配列は BMP のアミノ酸配列中の中心部分や C-末端近傍において確認さ




 候補ペプチド 25 種類の中から骨形成細胞増殖ペプチドを特定するため、RGD 及び BLANK も同様に
ぺプチドアレイ上に用意された。このスクリーニングでは、細胞選択的な骨形成促進ペプチドを探索す
るために、骨系細胞の増殖性及び骨分化評価を行った。そして、Fig. 4-4 は、OB 及び UC-MSC、FB の
増殖性評価の結果を示す。OB の増殖性評価では、14 種類のペプチドが BLANK と比較して高い増殖能
を示した (Fig 4-4 (a))。特に、ペプチド番号 1 のペプチドでのみ、有意差が確認された (p < 0.05)。続い
て、UC-MSC の増殖評価では、7 種のペプチドが BLANK と比較して高い増殖能を示した (Fig 4-4 (b))。
しかしながら、どの条件においても有意差が確認されなかった。一方、FB の増殖評価では、17 種のペ
プチドが BLANK と比較して低い増殖能を示した (Fig 4-4 (c))。そして、ペプチド番号 11 のペプチドで
のみ、有意差が確認された (p < 0.05)。これらの結果から、ペプチド番号 2 のぺプチドが、OB の高い増
殖性及び UC-MSC 及び FB の低い増殖性の性質を示し、さらに、ペプチド番号 1、6 のぺプチドが、OB





 次に、OB 及び UC-MSC の骨分化促進ペプチドを探索するために、ALP 活性評価を行った。その結果
を Fig. 4-5 に示す。このスクリーニングから、OB の骨分化を促進するペプチドとして、BLANK よりも
活性の高いペプチドが 11 種類取得された (Fig. 4-5 (a))。特に、ペプチド番号 4 及び 6、16 のペプチドで
のみ、有意差が確認された (p < 0.05)。続いて、UC-MSC の骨分化を促進するペプチドとして、BLANK
よりも活性の高いペプチドが 15 種類取得された (Fig. 4-5 (b))。しかしながら、どの条件においても有意
差が確認されなかった。また、ALP 活性を評価する際には、単位細胞辺りの ALP 活性量が考慮する必
要がある。したがって、Fig. 4-6 において、OB 及び UC-MSC それぞれの単位細胞辺りの ALP 活性量の
結果を示す。まず、OB では、BLANK よりも活性の高いペプチドが 12 種類取得された (Fig. 4-6 (a))。
特に、ペプチド番号 4 及び 6、11、18、20、22、RGD のペプチドで、有意差が確認された (p < 0.05)。
UC-MSC では、BLANK よりも活性の高いペプチドが 20 種類取得された (Fig. 4-6 (b))。特に、ペプチド
番号 2 及び 9、10、11、12、15、16、19、21 のペプチドで、有意差が確認された (p < 0.05)。これらの結
果から、BMP 由来の骨分化促進ペプチドが複数種類取得され、そのいくつかにおいて、ペプチド番号 11




















Fig. 4-3 Homology analysis of BMP sequences for screening candidate peptides in silico. Darker blue-colored 
amino acids indicate high homology, and lighter blue-colored amino acids indicate low homology. Numbered 
underlines at the bottom of the peptide sequence alignment indicate the 25 peptide sequences selected for 
peptide array screening (Underlines (1) to (25)). For example, Underline (1) indicates the peptide sequence 









Fig. 4-4 Results of the cell proliferation assay. The number of cells was calculated by the WST-8 assay 
at Day 7. The value was normalized to Blank (value of no peptide = 1.0). (a) OB; (b) UC-MSC; and 
(c) FB. All experiments were performed in triplicate. * Denotes statistical significance compared to 






Fig. 4-5 Results of cell activity assay. The osteogenic differentiation of cells was 
determined by the ALP assay at day 7. The values were normalized to that of the Blank 
(value of no peptide = 1.0). (a) OBs, (b) UC-MSCs. All experiments were performed in 
triplicate. *: Denotes statistical significance compared to Blank (no peptide), p < 0.05, 







Fig. 4-6 Results of ALP activity per unit cell number. The value was calculated by dividing the 
ALP activity by cell number and normalized to BLANK (value of no peptide = 1.0). (a) OBs; 
(b) UC-MSCs. All experiments were performed in triplicate. * Denotes statistical significance 
compared to BLANK (no peptide), p < 0.05, Student’s t-test. ** Denotes statistical significance 

















 本研究では、報告されている PIASPAC の方法を応用して、骨形成促進ペプチドのスクリーニングを
行った。まず始めに、8 種類の異種生物種から計 19 種類の BMP を並べ、in silico によるホモロジー解析
により、9 残基の候補ペプチドを 25 種類取得した。続いて、取得した 25 種類のペプチドの細胞増殖性
及び骨分化能について、PIASPAC法を用いて検証した結果、3種類の骨形成促進ペプチドが取得された。
Fig. 4-2 (b)にて示されたように、W9 の条件での ALP 活性は BLANK や RGD の条件と比較して 1.3-2.0
倍高かった。この結果と似た傾向が既に Furuya らによって報告されている 28。Furuya らの報告では、
W9 ぺプチドの ALP 活性は BLANK 条件と比較して、1.3-3.0 倍高かくなることがわかっている。 
 スクリーニング候補選抜において、骨形成に関連する配列は、8 種類の異種生物種から取得した 19 種
類の BMP 中で相同性を有する領域に保存されているという仮説のもと、ホモロジー解析を行った。こ
Fig. 4-7 Results of ALP activity per unit cell number. The value was calculated by dividing the ALP activity by 
cell number and normalized to Blank (value of no peptide = 1.0). (a) OBs; (b) UC-MSCs. All experiments were 
performed in triplicate. * Denotes statistical significance compared to Blank (no peptide), p < 0.05, Student’s 





の解析から、いくつかのホモロジー領域が観察された (Fig. 4-3)。さらに、これらの領域は BMP の配列
のうち C-末端近傍に存在していた。この結果は、既に報告されている、骨形成関連配列である BMP-2
の knuckle ペプチドや BMP-7 の骨形成ペプチドの領域と一致する結果であった 22, 24, 25。 
 ペプチドスクリーニングの結果、25 種類の候補ペプチドから 3 種類のペプチドが骨形成促進ペプチド
であるとして発見された (Fig. 4-7)。これらの 3 種類の機能性ペプチドを含む機能性ペプチドの位置に
ついて検証した結果を Fig. 4-8 に示す。ペプチド番号 18 及び 19 のペプチドのような高機能性ペプチド
が knuckle ペプチドや骨形成ペプチドの付近に位置していることが明らかとなった 22, 24, 25。さらに、ペ
プチド番号 21及び 22のように骨形成細胞選択的ではないと定義されたペプチドも高い骨分化促進を示
した。これらの 4 種類のペプチド (ペプチド番号: 18 及び 19、21、22)は、knuckle ぺプチドや骨形成ペ
プチドの領域の付近また重なっていた。それらに加えて、knuckle ペプチドに関連のない新規のペプチド 






記の仮説を支持するものであったが、アリザリンレッド染色を用いた in vitro 及び in vivo での成熟骨の
形成評価や骨再生に関与する遺伝子 (RUNX2 及びオステカルシン、I 型コラーゲンなど) の mRNA の発
現量の解析など、更なる研究が必要である。また、本研究で用いた 25 種類のペプチド以外のペプチド
についての検証も必要である。その他、取得した 3 種類の骨形成促進ペプチドの細胞選択的な機能性 (線
維化の抑制など)も調査する必要がある。本研究で構築されたペプチドアレイプラットフォームは細胞
選択的なペプチドの探索には非常に有効であり、生体材料設計開発を助けるツールであると言える。 
Fig. 4-8 Location of osteogenic-enhancing peptides. The results of osteogenic cell-selective proliferation and 









構築された。まず、骨再生タンパク質として知られる 19 種類の BMP の配列を比較するために、in silico
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性ペプチドリガンドである 17。この他にも、様々な ECM タンパク質由来の細胞接着性ペプチドが報告
されている。Kanie らは、短鎖ペプチド (3 残基から 7 残基)が単純な細胞の接着性だけでなく、細胞選
択的に接着性を向上させられることを報告している 18, 19。具体的には、ECM タンパク質由来の 3 残基ペ
プチドである CAG (Cys-Ala-Gly)が EC のみを選択的に接着促進させ、SMC の接着を抑制するような機
能を有することや、血小板の接着を抑制することが分かっている 20, 21。さらに、この CAG を導入した
PCL 製メッシュ材料から作製した人工血管を in vivo モデルに移植した際には、人工血管内腔において
早期の内皮化が促進されることも報告されている 22。また、Kanie らは細胞接着性ペプチドのスクリー
ニング評価系を用いた検証から、細胞接着性ペプチドの作用様式は二つのクラスターに分けられると提




を示唆している。その他にも、3 残基及び 7 残基の Ile 含有ペプチドは EC の接着を選択的に促進し、










































Fig. 5-1 Schematic image of evaluating cell adhesion performance as a combination effect of biomolecules 
and its immobilized polymer property. poly(NIPAAm-co-CIPAAm) surface was fabricated to create the cell 
assay platform. Due to the thermo-responsive polyNIPAAm effect, the cell adhesion performance of the same 
immobilized biomolecules can be tested; the polymer properties can be compared by changing the 
temperature. Cell-selective adhesion was compared among three types of cells (ECs, SMCs, and FBs), which 
control the regeneration process of vascular tissue engineering. 
 







 マルチウェル化されたガラス基板 (TF1205)及び、ガラス基板 (F1205)は、松浪硝子工業株式会社(大阪、
日本)から購入した。(Chloromethyl)phenylethyl-trimethoxysilane は Gelest, Inc. (PA, USA)から購入した。
Methanol はキシダ化学株式会社 (大阪、日本)から購入した。NIPAAm は興人 (東京、日本)から購入し
た。n-Hexane 及び Cu(II)Cl2、methanesulfonic acid、PBS は、和光純薬工業株式会社 (大阪、日本)から購入
した。2-Propanol及び Cu(I)Cl、dichloromethaneは、関東化学株式会社 (東京、日本)から購入した。Me6TREN
は株式会社三菱ケミカルホールディングス (東京、日本)から頂いたものを減圧蒸留した。4-Ethylbenzyl 
chloride (EBC)は、東京化成工業株式会社 (東京、日本)から購入した。Gly-Arg (mono-Arg)、Gly-Ile (mono-
Ile)、Gly-Arg-Arg-Arg (tri-Arg) 及び、Gly-Ile-Ile-Ile (tri-Ile)のペプチド(いずれも純度 90%以上)は、
BIOMATIK Corporation (ON、カナダ)から受託合成品として購入した。RGDS のペプチドは、株式会社ペ
プチド研究所 (大阪、日本)から購入した。1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 




 重合開始基が修飾された基板表面での poly(NIPAAm-co-CIPAAm)の合成は、表面開始 ATRP 法にて行
った 30 (Fig. 5-2)。本章にて用いた基板は、マルチウェル化されたガラス基板及び 1 cm×2.5 cm サイズの
ガラス基板である。これらの洗浄は、ウシオ電機製エキシマ光照射ユニット H0017 の真空紫外光 
(Vacuum Ultra Violet: VUV)を用いたエキシマ VUV/O3処理にて行った。VUV 光源には Xe ガスを封入し
たエキシマランプ (中心波長: 172 nm、放射照度: 10 mW/cm2)を用い、圧力を 1.3×103 Pa、光照射及び O3




トに蓋をした。90°C のインキュベータ内で染色バットを 3 時間静置した後に、110°C で 1 時間静置して
シランカップリング反応を進行させた。反応後、methanol を基板表面にかけて結合していない






 NIPAAm は、購入後に n-hexane に 40°C で溶解させてろ過した後、ろ液を室温静置して再結晶を行い、
回収し減圧乾燥したものを使用した。また、2-(benzyloxycarbonyl)isopropylacrylamide (CIPAAmBz)は報告
されている手法にて合成した 31。以降の操作は N2充填されたグローブボックス内で行った。NIPAAm 及
び CIPAAmBz をそれぞれ 2 mol/L、0.02 mol/L の濃度となるように 80 mL の減圧蒸留された 2-propanol
中に溶解し、Cu(I)Cl を 72 mg、Cu(II)Cl2を 10 mg 加えて攪拌した。攪拌後、先ほどの染色バット内に加
えた。最後に、Me6TREN を 226.6 μL、EBC を 11.8 μL 加え、室温で 17 時間重合反応させた。17 時間後
に反応容器をグローブボックスから出して、反応系に空気 (O2)を加えることで重合反応を停止させた。
反応終了後の基板は 2-propanol と methanol を基板表面にかけて洗浄し、減圧乾燥させた。また、反応溶
液は分画分子量が 50 kDa の RC 透析チューブ ポア 6 にて水溶媒で透析した。その後、凍結乾燥にてフ
リーの poly(NIPAAm-co-CIPAAmBz)を得た。得られたフリーの poly(NIPAAm-co-CIPAAmBz)の分子量を
評価するため、ゲル浸透クロマトグラフィー (GPC)にて調査した。具体的には、東ソー株式会社(東京、
日本)の TOSOH TSK-GEL -2500 を用いて測定した。結果、合成したフリーの poly(NIPAAm-co-
CIPAAmBz)の数平均分子量 (Mn)が 6.95 × 103 g/mol であることがわかった (Table 1)。 
 CIPAAmBz のベンジル基の脱保護には methanesulfonic acid を用いた。まず、dichloromethane 中に
methanesulfonic acid を 15 vol%となるように溶解させ、poly(NIPAAm-co-CIPAAmBz)の高分子膜がグラフ
トされたガラス基板を浸漬させ、室温で 17 時間静置した。その後、基板は dichloromethane 及び methanol
を基板表面にかけて洗浄し、減圧乾燥させた。 
 生体分子 (mono-Arg、mono-Ile、tri-Arg、tri-Ile 及び RGDS)は、EDC を用いて poly(NIPAAm-co-CIPAAm)
の高分子膜中のカルボキシ基に導入させた。各ペプチドと EDC を純水に溶かした反応溶液 (各 2 





 調製した組み合わせプラットフォームのキャラクタリゼーションとして、X 線反射率測定 (XRR)及び
水接触角測定を行った。まず、XRR は株式会社リガク (東京、日本)の薄膜構造評価専用 X 線回折装置
にて評価した。Cu K線 ( = 0.154 nm)を X 線源に用い、三つのスリット(1st slit: 1 mm×10 mm、2nd slit: 
5 mm×0.05 mm、RS: 10 mm×0.1 mm)にて集光した。RS のみ試料と検出器の間に設置し、反射 X 線は
シンチレーションカウンタにて検出した。入射 X 線と試料とのアライメントを調整した後、2 = 0.3°か
ら 3°までの範囲を 0.2°/min の速度にて掃引して反射率データを得た。その後、X 線反射率解析ソフトウ
ェアを用いたフィッティング解析にて、測定データからポリマー膜の膜厚及び密度を算出した。また、
グラフトされた高分子鎖の密度 ()は、以下の式 (5-1)を用いて算出された 30。 
 
𝜎 =  ℎ𝜌𝑁A / 𝑀𝑛  (5-1) 
 
 式 (5-1)中の h、、NA 及び Mnはそれぞれ、高分子膜の厚さ (nm)、高分子膜の密度 (g/cm3)、アボガ






の低温循環恒温槽を用いて制御し、20°C 及び 37°C に調節した。同一サンプルの場所違いで 4 点ほど接







 実験に用いた、Normal human umbilical vein ECs、Human aorta SMCs 及び Normal human adult dermal FBs 
は全て Kurabo (大阪、日本)から購入した。 各細胞は、それぞれ HuMedia-EG2 (Kurabo)、Complete Medium 
Kit with Serum with CultureBoost (Cell Systems: WA、USA)及び 10%の fetal bovine serum (FBS)血清 
(NICHIREI BIOSCIENCES: 東京、日本)及び 1%の penicillin streptomycin (和光純薬工業株式会社)が含有
された Dulbecco’s modified Eagles’ medium (DMEM) (和光純薬工業株式会社) を用いて、37°C, 5％CO2の
インキュベーターで培養し、1~2 日おきの培地交換及び 2~5 日おきの継代を行った。接着評価には、全





Calcein-AM にて染色された後、1.56 × 104 cells/cm2の播種密度にて組み合わせプラットフォーム上に液
滴にて播種された。組み合わせプラットフォームの poly(NIPAAm-co-CIPAAm)の親水/疎水性の性質を変
化させるため、まず細胞が播種されたプラットフォームを 37°C にて 1 時間培養した後、オリンパス株
式会社 (東京、日本)の蛍光顕微鏡及び Molecular Devices LLC. (CA、USA)のソフトウェア (MetaMorph)

















 組み合わせプラットフォームのキャラクタリゼーションとして、まず XRR 測定により組み合わせプ
ラットフォーム上の高分子膜の厚さ及び密度を算出した。結果、膜厚は 3.66 ± 0.42 nm、密度は 0.95 ± 
0.02 g/cm3であることが分かった (Table 5-1)。グラフトされた高分子鎖のグラフト密度は、式 (5-1)より
0.30 chains/nm2 と算出された。この結果は、報告されている結果を再現していた 30, 33。また、合成した




LCSTが確認された (Fig. 5-3)。したがって、グラフトされた poly(NIPAAm-co-CIPAAm)の高分子膜も 20°C
と 37°C の温度変化による刺激によって親水/疎水を変化しうることが示唆された。 
 表面の性質を示すパラメータとして、プラットフォーム表面の水接触角を測定した結果、20°C では
40.0° ± 0.8°、37°C では 44.6° ± 1.7°であることが分かった (Fig. 5-4)。各サンプル間における 20°C 及び
Table. 5-1 Characterization of the grafted polymer. 
a Determined by XRR with Cu K radiation (0.154 nm) under dry conditions. 
b Determined by GPC (standard: PEG; eluent: DMF with 10 mmol/L LiBr; flow rate: 0.6 
ml/min; temperature: 40°C). 
c Calculated using the thickness, density, and number-average molecular weight. 
 
Fig. 5-3 Temperature-dependent transmittance changes for free poly(NIPAAm-co-
CIPAAm) in a PBS buffer. (open squares) poly(NIPAAm-co-CIPAAm) from 40°C to 15°C, 
(open circles) poly(NIPAAm-co-CIPAAmBz) from 40°C to 15°C, (closed squares) 
poly(NIPAAm-co-CIPAAm) from 15°C to 40°C, and (closed circles) poly(NIPAAm-co-
CIPAAmBz) from 15°C to 40°C. Lower critical solution temperature (LCST) was 
measured by the temperature-dependent transmittance changes of the free polymer. 
Transmittance of the polymer in PBS at 500 nm was continuously monitored at a heating 
and a cooling rate of 0.5°C/min using a UV-visible spectrometer (V-550, JASCO 
International Co, Ltd, Tokyo, Japan). 
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37°Cでの水接触角の変化については Studentの t検定による有意差が確認されたが (20 °C vs. 37 °C: blank 
(without biomolecules) (p < 0.05)及び mono-Arg (p < 0.05)、mono-Ile (p < 0.01)、tri-Arg (p < 0.001)、tri-Ile (p 
< 0.05))、同一温度条件における固定された生体分子の違いに対する one-way ANOVA による有意差は確





 構築した組み合わせプラットフォーム上を用いて、20°C 及び 37°C それぞれの条件において細胞接着
評価を行った。EC、FB、SMC の接着評価時に撮影した蛍光画像の様子をさらに、画像中の細胞数をカ
ウントしたものを Fig. 5-5 に示す。まず、生体分子を固定化していない条件では、疎水的な性質の条件
で全ての細胞の接着が促進された。特に、FB は親水/疎水性の変化に対する応答が EC、SMC に比較し
て小さかった。この結果は、親水/疎水性どちらの表面においても FB が強い接着していることを示して
いる。続いて、RGDS ペプチドの条件では、いずれの細胞においても疎水的(37°C)、親水的(20°C)の両条
件で接着の促進が確認された (20°C vs. 37°C: RGDS (ECs: p > 0.05 及び FBs: p > 0.05、SMCs: p > 0.05))。
さらに、mono-Arg 及び tri-Arg が固定された表面では、三細胞に対してどちらの温度条件においても同
様の傾向が確認された。また、細胞ごとに注目すると、SMC では、今回調製した基板のいずれの条件に
おいても接着が抑制される傾向にあったが、FB は mono-Arg 及び tri-Arg に対して接着しやすい傾向に
あった。EC は、mono-Arg 及び tri-Arg に対しては、20°C の親水的な条件において接着が抑制されてい
たものの、37°C の疎水的な条件ではその接着性が回復している様子が確認された。この傾向は、mono-
Ile に対する FB の接着評価の結果でも同様に確認された。一方で、tri-Ile 固定化表面では、EC の接着の
様子が顕著に変化していた (20°C vs. 37°C (p < 0.03))。高分子膜表面がより疎水的な条件では、親水的な
条件と比較して EC の接着は 2.5 倍以上に増加していた。各細胞において、ほとんどの細胞接着量の様
子は RGDS の条件よりも低かったが、EC の tri-Ile に対する接着性は RGDS よりも大きかった。 
 RGDS は、どの細胞に対しても顕著な接着促進能を示したが、その他の生体分子では三細胞間での接
着選択性の傾向が確認された (Fig. 5-5)。生体分子なしの条件 (blank)では、特に 20°C の条件で FB が選
択的に接着し、EC 及び SMC では接着が抑制されていた (ECs vs. FBs vs. SMCs (p < 0.01))。また、mono-






Arg では、20°C で FB の選択性が減弱されているが、37°C では顕著に FB 選択性が促進されていた。こ
の結果は、疎水的な高分子表面の性質との組み合わせの効果であることを示している。一方で、tri-Arg
固定化表面では、20°C の親水的な条件において FB 選択性が確認されていたが、37°C の条件では、FB
の接着性が EC と同等となる程までその選択性が大きく減弱されていた (FBs vs. ECs (p > 0.05))。これと
は逆の傾向で、tri-Arg 固定化表面では、疎水的な条件において SMC の接着量に対して 14.6 倍の接着量
を示すほど EC 選択的な接着が確認されたが、親水的な条件では、EC の接着性及び EC 選択性が減弱し
ていた。これらの結果から、生体分子と固定先である高分子の性質との間において効果的な組み合わせ
の効果があることが示唆された。 
Fig. 5-5 Cell adhesion performances on the biomolecule–immobilized cell assay platform. (a) 
Fluorescent image of viable cells in the cell adhesion assay (Scale bar, 30 μm). (b) Quantitative results 
of (a) images (n=6). Blank (without biomolecules) and RGDS (positive control). 
 















状態における水接触角を測定したところ、49.3°から 93.8°の範囲にあることがわかった (plate 1 (Greiner 
bio-one、Cellcoat Collagen Type 1、cat. 657950、lot 13-29-02-89): 47.0±1.0°及び、plate 2 (BD Biosciences、
BD PureCoat Amine 6-well plate、cat. 4721、lot 3053352): 49.3±2.4°、plate 3 (Corning、Corning CellBIND 
Surface Polystyrene Sterile、cat. 3335、lot 22814004): 53.0±2.5°、plate 4 (Greiner bio-one、6 Well Advanced 
TC Plate、cat. 657960、lot E14113SB): 70.5±2.6°、plate 5 (Falcon、Multiwell PRIMARIA 6-well、cat. 353846、
lot 3269538): 83.9±1.7°、plate 6 (Falcon、Multiwell 6-well、cat. 353046、lot 1272703): 85.9±5.6°、plate 7 
(Greiner bio-one、6 Well Cell Culture Plate sterile with lid、cat. 657160、lot E9070HI): 88.8±2.2°、plate 8 (Thermo 





















選択的な接着を制御することを言及すると共に、Ile 単一ペプチドにおいて EC 選択的な接着促進効果が
報告している 19。本章の検証においても tri-Ile が EC を選択的に接着促進し、SMC 及び FB の接着を抑
制する結果が得られた。また、本章では、物理化学的に特徴的な分子として正電荷をもつ Arg をベース




荷をより好む傾向にあったが、tri-Arg では mono-Arg と比べて 37°C 及び 20°C いずれの条件においても 
FB 接着量は低かった。対照的に、Ile 由来の疎水性の性質は、EC 及び FB の接着を促進したが、高分子
材料がより疎水的な条件で EC 選択的な性質が顕著に向上した。この結果は、Kanie らの報告とも一致
する結果であった 19。同一温度条件での mono-Ile と tri-Ile は、水接触角のような巨視的な測定では、大
きな差は確認されなかったが、EC は Ile 残基の数を認識でき、mono-Ile と比較して tri-Ile でより接着す
ることが分かった (20°C: p < 0.01、37°C: p < 0.03)。 
 これまでに、筆者らはペプチドアレイ技術を用いて様々な細胞選択的なペプチドを取得してきた 18, 19, 
21, 22。したがって、次なる課題は、医療応用に向けて取得したペプチドの機能が最適に発揮される高分
子材料を的確に選択することであると考えている。また、本組み合わせプラットフォームはラベルフリ
ーでの細胞回収にも応用可能である。まず、37°C において EC を選択的に捕捉し、20°C に 2 時間静置





能性が残る。そのため、本プラットフォームの表面ゼータ電位について Beckman Coulter Inc. (CA, USA)











Adsorption of fibronectin and collagen type IV was measured with fluorescently labeled fibronectin and 
collagen by Fluoroskan Ascent (type 374; Labsystems, Helsinki, Finland) at 646 nm excitation and 678 nm 
emission. The fluorescently labeled fibronectin or collagen was dissolved in PBS (67 mg/L). The solution 
was dropped onto fabricated substrates. Substrates were incubated for 15 min at 37°C, washed once with 
PBS at 37°C, and the fluorescence intensity of the substrates was immediately measured using Fluoroskan 
Ascent. For the protein adsorption assay in hydrophilic conditions, the substrates were transferred into PBS 
at 20°C and incubated for 15 min. Then the fluorescence intensity of the substrates was measured. 
 
 
Table. 5-2 Adsorption of fibronectin and collagen type IV on the cell assay platform at 37°C and 20°C. 
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第 6 章 
 


















（TEVG: tissue-engineered vascular graft）の開発が盛んに取り組まれている 1, 2。このコンセプトの人工血
管には、普通 poly(ε-caprolactone) (PCL)や poly(glycolic acid)、poly(lactic acid)などの生分解性高分子材料
が採用されており、臨床研究の報告もある 1, 2。このような材料では、より生体親和性を高めるために細







プチドがこれまでに複数報告されてきている。具体的には、ECM タンパク質由来の Cys-Ala-Gly (CAG) 
ペプチドが ECの接着を促進するが、SMCの接着は阻害するような効果が持つことが分かっており 9-11、
in vivo モデルにおいてもその効果が確認されている 9。加えて、Kanie らは、いくつかの単一アミノ酸が
数残基連なったペプチドも細胞選択的な接着能を有することを報告しており 12、特に Ile の単一ペプチ
ドには EC が選択的に接着しやすい傾向があり、そのアナログ配列にも同様な傾向があることが分かっ





れて始めている。具体的には、トポロジー的性質 14, 15や、機械的性質 16によって細胞の運命決定や分化
系統を制御される事例が報告されている。また、Uto らは高分子材料の流動性や熱的性質がが細胞の接










材料としての機能性を比較した (Fig. 6-1)。本研究では、TEVG への応用を目指し、血管内で接着を制御














 異なる CL と DLLA の組成比と重合度の四分岐 poly(CL-co-DLLA)は、報告されている合成方法に基づ
いて日立化成株式会社 (東京、日本)に受託合成した 17, 18, 20。直径 13 mm の丸型ガラススライド(CO13001)
は、松浪硝子工業株式会社 (大阪、日本)から購入した。Toluene 及び 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-
4-methylmorpholinium chloride n-hydrate (DMT-MM)、phosphate-buffered saline (PBS)は、和光純薬工業株式
会社  (大阪、日本 )から購入した。Sulfosuccinimidyl 6-(4ʹ-azido-2ʹ-nitrophenylamino) hexanoate (sulfo-
SANPAH)は、Thermo Fisher Scientific Inc. (神奈川県、日本)から購入した。また、Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS)
及び Met-Met (MM)のペプチドは、> 98%の純度のものを株式会社ペプチド研究所 (大阪、日本)から購入
し、Gly-Cys-Ala-Gly (CAG)及び Gly-Ala-Thr-Lys (ATK)、Gly-Ile-Ile-Ile (III)、Gly-Arg-Arg-Arg (RRR)のペプ
チドは、> 90%の純度にて GL Biochem (Shanghai) Ltd. (Shanghai、中国)に受託合成した。Polycaprolactone 




 六種類の poly(CL-co-DLLA)は以下の測定により特徴付けられた (Table. 6-1)。熱的性質はセイコーイ
ンスツル株式会社 (千葉、日本)の DSC6100 を用いて測定された。流動性の性質は、アントンパール社 
(東京、日本)のレオメーター (MCR 301)を用いて 37°C の条件で測定された。損失正接及びヤング率 (E 
value)は、報告されている方法で算出された 17, 21。表面接触角は、協和界面科学株式会社 (埼玉、日本)の
接触角計 (FACE CA-XP)を用いて、各 poly(CL-co-DLLA)がスピンコートされた高分子基板上の水滴の接
触角が気相条件において測定された。高分子基板表面の粗さ測定には、株式会社ニコンインステック (東 
Fig. 6-1 Schematic image of this study. Cell adhesion performance was evaluated on the scaffolds (peptides 
+ polymer) as a combinational effect of peptides and their immobilized polymer properties. Six types of 
poly(CL-co-DLLA) plates were fabricated and characterized. The plates were immobilized with four types 
of peptides. Cell adhesion was evaluated with three types of cells (FBs, ECs, and SMCs) to investigate cell-
















































































































































































60:40、100 unit) : P1、(60:40、500 unit) : P2、(70:30、100 unit) : P3、(70:30、500 unit) : P4、(80:20、100 unit) : 
P5、(80:20、500 unit) : P6 と定義された。 
 
6.2.3. ペプチド固定化 poly(CL-co-DLLA)基板の調製 
 
 ペプチドの固定化は、二つのステップから構成される 22。第一ステップとして、sulfo-SANPAH を脱気
した純水に溶解し、2.5 mg/mL となるように調製し、高分子基板が設置された容器に中に添加された。
続いて、株式会社三永電機製作所 (大阪、日本)の落射型水銀キセノンランプ (SUPERCURE-203S)を用い
て容器の底側から UV (照射波長: 365 nm、照射照度: 2.0 mW/cm2、照射時間: 2 時間)を照射した。照射後、
高分子基板を純水に浸漬し、軽く振とうさせることで洗浄を行った。洗浄操作を三回繰り返し、一晩純
水中に浸漬した後に、高分子基板を減圧乾燥した。第二ステップとして、DMT-MM 及びペプチドを PBS
中に 12 mM 及び 2 mM の濃度となるようにそれぞれ溶解し、第一ステップの処理を施した高分子基板
が設置された容器に添加し、室温で 2 時間浸漬した。その後、同量の 2 mM ペプチド溶液を追添して室
温で 22 時間静置した。静置後、高分子基板を純水に浸漬し、軽く振とうさせることで洗浄を行った。洗
浄操作を三回繰り返し、一晩純水中に浸漬した後に、高分子基板を減圧乾燥した。 
 高分子基板へのペプチドの導入ポテンシャルを評価するため、日本電子株式会社 (東京、日本)の X 線
光電子分光 (XPS)装置 (JPS-9000MC/SpecXPS)を用いて、5 wt%の poly(CL-co-DLLA)溶液をキャス
トし、MM ペプチドが導入された高分子基板の表面元素分析を行った。測定には、10 kV の X 線(Al K)








 細胞接着評価は、細胞培養用 polystyrene (tissue culture polystyrene: TCPS)をコントロールとした。細胞
はそれぞれ、最終継代時に Calcein-AM にて染色された後、2.00×104 cells/cm2の播種密度にて高分子基板
上に播種された。37°C にて一日間培養した後、PBS にて三回洗浄した。続いて、オリンパス株式会社 
(東京、日本)の蛍光顕微鏡及び Molecular Devices LLC. (CA、USA)のソフトウェア (MetaMorph)で細胞画




𝑍 =  
(𝑋−𝜇)
𝜎
− (𝑍min)  (6-1) 
 
 式 (6-1)中の Z 及び、X、、、Zmin はそれぞれ、標準化された細胞接着率、サンプルの細胞接着数、





Fig. 6-2 Peptide immobilization performance of prepared polymer plates using an X-ray photoelectron 
spectrometer. Carbon 1s at 282 eV, nitrogen 1s at 397 eV, oxygen 1s at 530 eV, and sulfur 2p3/2 at 162 eV. 
(a) P1, (b) P2, (c) P3, (d) P4, (e) P5, and (f) P6. 
 




内で最も小さい値である Zmin (P1 の高分子基板上の SMC の接着率 Z を採用)を減じた。細胞接着評価の
結果は、標準化された細胞接着率の平均値と標準偏差を用いて表記された。各足場材料についての細胞
接着比の評価は標準化された細胞接着率の比率から算出された。二条件の有意差検定は Student の t 検




 各細胞の接着率の予測モデルの構築のためのパラメータの選択は LASSO ロジスティック回帰分析に
て行った。モデル構築及び予測精度の計算は、すでに報告されている解析手法で行った 23, 24。主成分分
析 (principle component analysis: PCA)は、マップ作成のために行った。主成分1 (PC1)及び2 (PC2)はLASSO
ロジスティック回帰分析において選択されたパラメータが使われた。以上の解析は全て R ソフトウェア 
















関する指標)が測定された (Table. 6-1)。融点及び吸熱エンタルピーの熱的性質は DSC 測定により調べら






いて調査するため、動的粘弾性測定を行った（Table. 6-1、Fig 6-3）。測定の結果、E value は 102から 107 
Pa の幅広いオーダーのバリエーションがあることが分かった。さらに、高分子基板の流動性の性質を示
す損失正接も 10-2から 102 Pa の幅広いのバリエーションであることが明らかとなった。これらの結果か
ら、六種類の高分子基板が様々な機械的性質を有していることが分かった。 
 次に、水接触角測定によって、poly(CL-co-DLLA)の物理化学的な性質を評価した (Table. 6-1)。Table. 
6-1 より、水接触角測定の結果は、90–96°においてのわずかな差が観察された。 









Fig. 6-3 Angular frequency dependence of the storage modulus (G’, closed circles) and loss modulus (G”, 
open circles) at 37°C. (a) P1, (b) P2, (c) P3, (d) P4, (e) P5, and (f) P6. 
 






 作製した足場材料において FB 及び EC、SMC 間の細胞選択的な接着性について比較するため、各細
胞の接着性が評価された (Fig. 6-4、5、6、7)。この評価では、ペプチドを固定化された高分子基板を足
場材料と定義する。まず、各細胞間における RGDS ペプチドの効果が比較検証された。FB 及び SMC の




は P4 の足場材料と組み合わすことで、FB 選択的な性質を示していた。 
 続いて、細胞選択的接着ペプチドとして報告されている、CAG (EC 選択性)及び ATK (SMC 選択性: Fig. 
6-8)、III (EC 選択性)、RRR (FB 選択性)について細胞接着ポテンシャルが評価された (Fig. 6-7)。Fig. 6-7
から、FB の接着が細胞選択的接着ペプチドの固定化によって抑制されている傾向が観察された。特に
P1-4 の足場材料において、FB の接着は 2-22 倍に抑制された。したがって、本研究で用いた足場材料は
細胞選択的接着ペプチドとの組み合わせによって FB の接着を減少させた。一方、EC の接着に着目する
と、ATK 固定化足場材料では、P5 を除いて 2-10 倍に増加していた (ATK vs. no peptide: p < 0.05)。また、
CAG は P6 との組み合わせにおいて EC 接着が 4 倍に増加した (CAG vs. no peptide: p < 0.05)。RRR で
は、どの組み合わせにおいても EC は弱い接着性を示していた。これらの結果から、poly(CL-co-DLLA)
の足場材料上では、EC の接着は、RGDS や RRR のような一般的な細胞接着性ペプチドの固定化では改
善されないことがわかった。しかしながら、CAGやATK、IIIのような細胞選択的接着ペプチドをpoly(CL-
co-DLLA)の足場材料上に固定化した際には、EC の接着が向上する可能性が確認された。SMC において
も同様に、殆どの細胞選択的接着ペプチドが固定化された足場材料上で接着が改善された (III vs. no 
peptide: p < 0.05; ATK vs. no peptide (P1–4): p < 0.05; RRR vs. no peptide (P1–5): p < 0.05)。全ての CAG 固定
化足場材料上において、SMC の接着は似ている傾向にあり、大きな差は確認されなかったが、III を固
定化した P6 の足場材料上では、接着性が向上した。ATK 及び RRR では、P1 及び P2 との組み合わせに




された細胞接着率から算出され、Fig. 6-7 (d)において比較された。CAG および III は、本来 EC 選択的接
着ペプチドとしてスクリーニングから取得されたが 9, 12、CAG においては、EC 選択的な効果は P2 及び
P4 との組み合わせにおいて確認された (FB vs. EC vs. SMC: p < 0.05)。RRR は、本来 FB 選択的接着ペプ
チドとして取得されたが 12、FB 選択的な効果は P6 との組み合わせによって発揮された (FB vs. EC vs. 
SMC: p < 0.05)。さらに、ATK は、元々SMC 選択的接着ペプチドとして定義されていたが (Fig. 6-8)、P1
及び P3-6 の高分子基板との組み合わせでは、EC 選択的な接着の様が確認された (FB vs. EC vs. SMC: p 
< 0.05)。しかしながら、SMC の選択的な接着は P2 との組み合わせにおいて僅かであるが、発揮されて









Fig. 6-4 FB adhesion on the polymer plates immobilized with or without peptides and TCPS. 
Representative fluorescent images of viable cells are shown (scale bar, 30 m). 
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Fig. 6-5 EC adhesion on the polymer plates immobilized with or without peptides and TCPS. 





Fig. 6-6 SMC adhesion on the polymer plates immobilized with or without peptides and TCPS. 
Representative fluorescent images of viable cells are shown (scale bar, 30 m). 
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Fig. 6-7 Cell adhesion performances on the polymer plates immobilized with or without peptides and TCPS. 
The normalized cell adhesion rate is the number of adherent cells at 1 day after the seeding on the scaffold, 
which was first normalized within each cell type (standard normalization), and then normalized between cell 
types. See detailed definition in Material and methods. (a) Cell adhesion performance of FB. (b) Cell 
adhesion performance of EC. (c) Cell adhesion performance of SMC. (d) Summary of cell adhesion rates in 
three types of cells. The relative cell adhesion rates corresponding to each scaffold is shown as the 
proportion. The proportion value was calculated from the normalized cell adhesion rates in FB, EC, and 






Fig. 6-8 SEM images of cell adhesion on PCL membranes immobilized with ATK or no peptide 
(scale bar, 15 m). SEM images of morphology after 1 h of cell adhesion are shown. All images 
are the same magniﬁcation (2000×). The large ﬁbrous three-dimensional background is due to 
the PCL polymer. 
 













6-1 に示す 11 指標が用意された。また、ペプチドの性質を表すパラメータとしてアミノ酸インデックス





に、不要な指標の係数を 0 と扱うスパース推定の性質をもつ Lasso 回帰を用いることで重要な指標を抜
き出し、その重要な指標を用いて分析を行った。各細胞の接着性を予測する回帰モデルから、いくつか
の指標が性質の組み合わせとして選抜された (Table. 6-3)。構築されたモデルの予測精度の結果から、指
標を組み合わすことで、FB 及び EC の接着性が説明可能であることがわかった。各細胞の接着性予測モ
デルにおいて、モデルに用いられる係数はペプチド及び高分子材料の性質の重要性を示している。FB 及
び EC の接着予測モデルでは、6 つのパラメータが共通して重要なパラメータとして選択された (Table. 







を視覚的に捉えるために、PCA により 10 指標を 2 指標まで圧縮した (Table. 6-4)。Table. 6-4 より、解析
に使われた指標が二つのグループに分割されることがわかった。具体的には、PC1 は高分子材料の性質
を示す指標から構成され、一方で PC2 はペプチドの性質を示す指標から構成された。PCA から得られ
た PC1 及び PC2 からなるチャート上に各細胞の標準化された接着率 (Z)をバブル (円)の大きさで表現
した (Fig. 6-9)。各細胞種間でバブルチャートマップを比較したところ、各細胞種において細胞選択的な
接着に影響する原因が異なることが確認された。Fig. 6-9 (a)から、FB の接着はペプチドの性質 (PC2)に
よる影響よりも、高分子材料の性質 (PC1)による影響が大きく、線形的な傾向であることがわかった。
Fig. 6-9 (b)及び (c)からは、EC 及び SMC の接着性の傾向は複雑であったが、ペプチドと高分子材料の性
質の組み合わせの効果が最大化される条件がマップ上に局所的に存在した。Fig. 6-9 (b)において、EC が
接着しやすいペプチドの条件は、一残基目のサイズ (normalized van der Waals volume)が小さく、二残基
目の-helix 領域での自由エネルギー (free energy in the alpha helical region)が高く、三残基目のタンパク
構造での-helix 配向性 (alpha helix indices for beta proteins)が高い性質をもち、PC2 のスコアが大きい値
であることであった。しかしながら、PC2 のスコアが PC1 のスコアよりも低い条件においても、炭素に
対する硫黄の元素比 (ペプチド導入率)及び、損失弾性率、水接触角が高い性質の高分子材料との組み合





Fig. 6-9 Bubble chart maps of each cell adhesion constructed with scaffold properties (PC1: polymer 
properties, PC2: peptide properties). (a) FBs, (b) ECs, and (c) SMCs. The size of each bubble was 
determined by the corresponding the values of normalized cell adhesion rates in Fig. 6-7 (a)-(c). 
 
Table. 6-4 Principle component analysis (PCA) with all selected scaffold properties 
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または (2)PC1 のスコアが低く、PC2 のスコアが高い条件、(3)PC1 のスコアが高く、PC2 が中程度のス








 市販されている生分解性高分子材料である PCL (Mw: 80000)を医療材料設計のモデル高分子材料とし
て用いて、Fig. 6-9 にて示した細胞接着性のバブルチャートマップの医療材料設計指針としての応用可
能性について検証した。まず、モデル高分子材料である PCL のキャラクタリゼーションとして、本研究
にて細胞接着性の説明に重要であるとされた指標に関する測定を行った。その結果を Table 6-5 にまとめ
た。Table 6-5 の結果から、モデル構築のために用いた poly(CL-co-DLLA)の性質と比較して、37°C にお
いて結晶性が高く、硬い材料であることがわかった。また、僅かに接触角が低いことから、より親水的
な傾向にあり、ペプチドの導入量に関しては、poly(CL-co-DLLA)の性質と似た傾向にあった。 
 PCL基板上及びペプチドを導入した PCL基板上での細胞接着性の結果を Fig. 6-9にて示した細胞接着
性のバブルチャートマップ上にプロットしたグラフを Fig. 6-10 に示す。Fig. 6-10 の結果から、モデル材













Table. 6-5 Characterization of the PCL plate 
a. Determined by DSC (temperature: 0-120°C, heating rate: 5°C/min). 
b. Determined by a rheometer (frequency: 0.1-100 rad/ s, strain: 0.1%, temperature: 37°C). 
c. Measurement was carried out three times (temperature: 37°C). 



















 本研究で用いた高分子基板は幅広い性質を有しており (Table 6-1)、ペプチドと高分子材料の様々な組
み合わせの検証が可能である。さらに、本研究での検証は、一般的に知られている生物学的な細胞応答
でなく、物性的に制御される細胞応答に着目している。例えば、作製された 6 種類の高分子基板の損失
弾性率は 102から 106 Pa の広範囲に渡っており (Table 6-1)、これまでの報告で検証されている損失弾性
率の範囲を十分に包括している 17, 21。細胞接着評価のデータから、P1 及び P3 の基板上にて FB がスフ
Fig. 6-10 Bubble chart maps of each cell adhesion constructed in Fig. 6-9. On the each maps, the 
values of normalized cell adhesion ratios on the PCL scaffolds were plotted with red bubble. (a) 
FBs, (b) ECs, and (c) SMCs. 
 




















in vitro 及び vivo のいずれにおいても十分な EC 選択的接着が確認された 9-11。しかしながら、本研究で
用いた足場材料では、CAG は P2 及び P4、P6 でのみ EC 選択的な接着の様子が観察された。詳細として
は、P2 との組み合わせでは FB の接着率と比較して 1.7 倍、P4 及び P6 では FB 及び SMC の接着率と比
較して 2.0 倍以上に改善された。つまり、これらの結果から、今回用いた高分子基板上では、ペプチド
の接着性の機能が変化したと言える。また、P2 及び P4、P6 の高分子基板が RGDS と組み合わせられた
場合の各細胞の接着の様子と比較すると、EC の接着が他の細胞と比較して 0.2-1.3 倍程度であった 
(Table 6-6)。したがって、ペプチドと高分子材料の性質との組み合わせによる効果によって、元々確認さ
れていた CAG の機能が減少したと考えられる。ATK のペプチドは、Fig. 6-8 に示すように SMC 選択的
な接着性が確認されており、RRR は FB 選択的な接着性を有することが前報にて報告されている 12, 19。
それぞれのペプチドの機能は、ある高分子基板上では維持されているものの、また別の高分子基板上で












った (p > 0.05)。これは、RGDS がタンパク質を介することなく、細胞表面の膜タンパクであるインテグ
リンへ直接相互作用するためであると考えられる。一方で、細胞選択的ペプチドである CAG や RRR の
条件では、血清の有無による影響に非常に敏感であることがわかった (p < 0.05)。面白いことに、全体の
傾向として、血清のない条件では細胞の接着性は下がるものと予想されたが、RRR のペプチドを固定化






本研究で用いた PCL よりも親水的な材料 (poly(NIPAAm-co-CIPAAm)及び cellulose)であることがわかっ
ている。今回の結果は、そうした基材の性質の違いによる影響に起因すると考えられる。また、RGDS









Table 6-6 EC-selective adhesion performance of CAG and RGDS. 
The p values were evaluated by one-way ANOVA. 
Fig. 6-11 Cell adhesion performances on the PCL plates immobilized with or without peptide at 1 
day after the seeding. The cell adhesion ratio is the number of adherent cells on each scaffold divided 
by that on TCPS (FB with serum: yellow, FB without serum: light yellow, EC with serum: pink and 
EC without: light pink). The p values were evaluated by Student’s t test (*p < 0.05). 
 





















Fig. 6-12 A cell-selective adhesion map based on scaffold properties (PC1: polymer properties, 
PC2: peptide properties). The size of each circle was determined by the largest amount of cell 
adhesion among three types of cells (FBs (yellow), ECs (pink), SMCs (blue)). The proportion 
values of each cell in the circles were the same as the data for Fig. 6-7 (d). The p values were 
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 第 3 章では、核酸分子をリガンドとして用いることで、物理化学的リガンドとしての利用可能性を検
証している。2 章同様、自己免疫疾患に着目しながら、標的分子として抗 DNA 抗体を対象とし、抗 DNA
抗体を選択的に吸着可能な材料の開発を目指した。具体的には、以下の二つのアプローチに取り組み、
検証した。一つ目は、抗血栓性繊維状材料に核酸リガンドを固定化するアプローチであり、二つ目は、
核酸リガンドを methacrylate 化することにより合成した DNA コンジュゲートモノマーを用いて、高分
子材料を作製し、繊維状へ成型加工するアプローチである。これらの検証の結果から、感染リスクフリ
ーな材料設計として有用であることが示された。二つのアプローチから作製した材料を用いて、抗 DNA




















を利用する BI 的なアプローチを行うためには非常に貴重なものである。 
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あるものにしてくださった物質・材料研究機構 中西淳 グループリーダー、吉川元起 グループリーダ
ー、上木岳士 主任研究員、吉川千晶 主任研究員、山本翔太 博士、Sharmy Mano Saimon 博士、佐伯純
子 氏、飛鷹房子 氏、松本美友希 氏、伊藤芳江 氏、深山達也 氏、岡田佳 氏、静岡理工科大学 小土橋
陽平 講師、筑波大学大学院数理物質科学研究科 岡田孝治 博士、佐藤健 博士、新山瑛理 氏、高井僚 
氏、Elfire Polat 氏、東京理科大学大学院基礎工学研究科 野村奈生人 氏、田辺貫太 氏、柘植美礼 氏、
矢野宥人 氏、大内創介 氏に深く感謝申し上げます。また、互いに切磋琢磨しながら、高めあえた同期






大学院創薬科学研究科 岡田真衣 氏、池田友里圭 氏、森絵美 氏、堀川美希 氏、大口明日基 氏、金子
喬士郎 氏、田婧 氏、名古屋大学大学院工学研究科、向井孝次 氏に心より感謝を申し上げます。 
 
 インターンシップ生として日頃の実験姿勢からたくさんの刺激を下さいました、Richard Garret 氏、
Ee-Faye Chong 氏、稲垣拓也 氏、小林千伽子 氏、黃婉瑈 氏、洪培軒 氏、米岡修一郎 氏、Allison Abdilla 
氏、Kuan-Lin Ku 氏、Melanie Fuller 氏、Ziwen Wang 氏、欠端佑至 氏に感謝申し上げます。 
 
 研究のアウトリーチ活動にてお世話になりました物質・材料研究機構 MANA アウトリーチチームの
葉山雅 氏、松井龍也 氏、津毛邦仁 氏、Difei Miao 氏へ心より感謝申し上げます。 
 








平成 30 年 2 月 22 日 栗本理央 
